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O-glycosyliertes IFN-alpha

Gegenstand der vorliegenden Erfindung singd
O-glycosylierte alpha Interferons, vorzugsweise ein
Interferon alpha, im wesentlichen mit den biologischen
und/oder immunologischen Eigenschaften eines IFN-c2,
Verfahren zu dessen Herstellung sowie die Verwendung
der O-glycosylierten Interferone als Arzneimittel.

Seit der Entdeckung der Interferone vor mehr als

- dreiBig Jahren werden ihre biologischen Eigenschaften
als Mesdiatoren’' der interzelluliren Kommunikation
intensiv untersucht. Urspriinglich wurde die Bezeichnung
der verschiedenen Arten von der jeweiligen Zelle, in
der sie entstanden sind, abgeleitet (z.B.
Leukocyten—IFN,.Fib:cblasten—IFN). Mit zunehmender
Kenntnis ihrer Struktur wurde einz neue Nomenklatur
eingefiihrt. Man unterscheidet zur Zeit vier Artsn von
Interferonen (IFN-a, IFN-B8, IFN-y und IFN-w),
wobei IFN-z, IFN-B und IFN-w zu den sogenannten
"Klasse 1 Interferonen” zusammengefaBt werdan, da sie
dhnliche Strukturen und Eigenschaften aufweisen.

IFN-y wird von Lymphozyten, die durch Antigene oder
mitogene Substanzen stimuliert werden, gebildet. Dis
Aminosduresequenz, die keine Homologie zu den Klasse 1
Interferonen aufweist, enthdlt zwei potentielle N-
Glycosylierungsstellen.

IFN-«¢, IFN-8 und IFN-w werden von verschisdensan
Zellen als Reakticn auf Virusinfektion cder nach
Induktion mit doppelstringiger RNA synthetisiert.

Bei IFN-a handelt es sich eigentlich um eine ganze

Gruppe von Proteinen. Bisher wurden mindesteas 14
funktionelle Gene entdeckt, die fiir verschiedane
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IFN—&—Typeq kodieren. Diese Proteine sind nahe
verwandt und waisen zumeist etwa 80-90% Homologie in
ihrer Aminosiuresequenz auf. Mit Ausnahme von IFN-«l4
ist in keiner der iibrigen IFN-c¢- Aminosduresequenzen
~eine N-Glyéosyliarungsstelle (ASN-X-SER/THR) vorhanden.
N-Glycosyliérung ist somit in allen Fdllen (auBer
IFN-¢l4) auszuschlieBen, jedoch wurde O-Glycosylierung
von IFN-o diskutiert (Labdon et al., Arch. Biochem.
Biophys. 232, 422-426 (1984))

Viele in de; Natur vorkommende Proteine werden
posttranslational modifiziert, wobei Glycosylierung
eine der h&ﬁfigsten Modifikationen ist. Glycoproteine
kommen memqiangebﬁhden oder 18slich sowdhl in der
intra- als .auch extrazellulidren Matrix vor. Uber die
Funktion der Glycosylierung gibt es unterschiedliche
Auffassungen. Gesichert ist, das Glycane dis Proteine
vor protegiytischem Abbau schiitzen kdnnen oder daB si=
in vielen Fillen fiir Zell-Zell-Wechselwirkungen
verantworﬁLich sind. Weiterhin bezinflussan sie die
Proteinfaléung und tragen zur Stabilitit der
Aonfo;matlon des Molakiils bei. Auch die LOslichkeit der
Proteine unterllegt dem EinfluB der Xohlenhydratketten.

Man unterscigidet zwischen N- und O-glycosyliarten
Proteinen. N-Glycane werden ausschlieBlich auf das ASN
des Triplets —ASN;X-SER/THR— iibertragen, wobei X jede
beliebige épidosﬁure mit Ausnahme von PRO oder GLU sein
kann. Diese:Anforderung an die Struktur des Proteins
kann aber nur eine von mehreren sein, da nicht alle
potnnt1°llen Glycosyllarungsstellen mit einem
Kohlenhydrat besetzt 51nd Fir O-Glycanes gibt es k°1n=
genau defln;erten Strukturmerkmale. Es gibt allerdings
Hinweise darauf, daB 0-Glycane bevoriugf in PRO-, SER-
und THR-reichen Regionen synthetisiert werden. Das l&8t
vermuten, daB eher -die sterische Zuginglichkait der

.y ERSATZBLATT
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Glycosylierungsstelle als eine bestimmte Aminosiure-
sequenz fiir die O-Glycosylierung bedeutend ist.
Einflisse dsr Glycosylierung auf die Phatmakokihetik
sowie auf die immunologischen Eigenschaften des :
Proteins k&nnen nicht ausgeschlossen'werden. So wurde
kilrzlich dariiber berichtet (Gibbon et al., Lancet, 3353,
434-437 (1990), daB 4 von 16 Patienten, die mit
rekombinantem humanem GM-CSF (granulocyte-.
macrophage-colony stimulating factor), der in Hefe
produziert worden war, behandélt worden waren,
AntikSrper gegen dieses Protein entwickaelten. Man
stellte fest, daB8 diese Antikdrper mit Epitopen
reagierten, die in endogenem GM-CSF durch
0-Glycosylierung geschiitzt vorliegen, im rekombinanten
Faktor jedoch frei zuginglich sind.

Im IFN-22 konnten bislaag weder Rohlenhydratanteile
nachgewiesan, noch konnte O-glycosyliertes IFN-«
isoliert werden. Verschiedene Priparationen von
natiirlichem IFN-« und von rakombinantem IFN-22 sind

als Medikamente gegen virale und Krebserkrankungen im
Einsatz. Da diesses IFN-z2 in E. coli produziert wird
und daher nicht glycosyvliert sein kana, scheint der
Kohlenhydratanteil fiir die ip vivo biologische
Aktivitdt nicht bedeutend zu sein. In letzter Zeit
mehren sich jedoch Berichte, daB Patienten, die lingere
2eit mit rekombinantem, in E. coli produziertem IFN-«2
behandelt wurden, Antikdrper dagegen entwickelten (z.B.
Figlin & Itri, Semin. Haematol. 25. 9-15 (1988)).

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war, ein nsues
IFN~a2 bereitzustellen.

-Geldst wurde diese Aufgabe durch die Insartion der fiir

IFN-«2 kodierenden DNA Sequenz in ein2n speziellen
Expressionsvektor, mit dem Zellen multizellulirer

ERSATZBLATT
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Organismen'transfiziert wurden. Nach Kultivierung
dieser so modifizierten Zellen erhielt man
-ﬁberrasché@dérweise-IFN-az-artige_Proteine, die sich
im Molekulargewicht eindeutig von dem bekannten
rekombinanten IFNc2 unterschieden.

Zur Herstgllung der erfindungsgemidBen, neuen
Interferone eignen sich Kulturen von Zellen
multizelluldrer Organismen, insbesondere Kulturen von
Wirbeltierzellen oder von Insektenzellen. Als Beispiele
‘von Wirbeltierzellinien sind VERO-Zellen, HeLa-Zellen,
CHO-Zellen, WI33-Zellen, BHX-Zellen, COS-7-Zellen,
MDCK-Zezllen oder Maus-Myelomzellen zu nennen.
Expressibns?ektoren,fﬁr diese Zellen enthalten wenn.
nBtig'eineikeplikationsstelle, einen Promotor, falls
erforderlich eine RNA-Splicing-Stells, eine
Poiyadenylierungsstélle und transkriptionelle
Terminations-Sequenzen. Die Kontrollfunktibnen solcher
ExpréSsidn%ﬁé&:oren stammen iiblicherweise aus viralem
Matarial. Gebeuchliche Promotoran stammen aus Polyoma.
Adenovirusiz, Simian Virus 40 (SV40), bevorzugt aus
Cytomegalovirus (CMV).Die erforderliche
Replikatiomsstelle kann eantweder durch eine
entsprecheﬁde.Vekﬁofkonstruktion vorgesehen werdsn, SO
beispielswéﬁse_die Replikationsstells aus SV40,
Polyoma, Adeno, VSV, oder PBV odar kann durch die
chromosomalen Replikationsmechanismen der Wirtszelle
vorgesehen -werden. Bei Integration des Vektors in das
Wirtszellenchromosom reicht die letztgenannte MaBSnahme

aus.

ErfindungsgemiB werden vorzugsweise Exzpressionsvektoren
verwendet,.die aus Teilen von Plasmiden neu konstruiert
wurden. Die$$ erfindungsgemiBen Expressionsvektoren
weisen eine Multiklonierstelle fiir die gerichteste
Insertion heterologer DMA-Sequenzen auf und lassen sich

: . ERSATZBLATT
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vorzugsweise in E. coli mittels Ampicillinresistenz mit
hoher Kopienzahl vermehren. Um die Expression
heterologer Gene in Sdugetierzellen zu ermdglichen,
enthalten die erfindungsgemdBen Expressionsplasmide
vorzugsweise den Cytomegalovirus (CMV)
Promotor/Ehhancer (M. Boshart et al., Cell 41, (1985),
521-530). Um die autonome Replikation der
erfindungsgemiBen Expressionsplasmide zu hohen
Kopienzahlen und damit hohe Raten in transienter
xpression in geeignetsn Zellinien wie beispielsweisa
in COS-7 oder in der mit Adenovirus transformierten
Zellinie 233 (ATCC CRL 1573), zu ermdglichen, wurdes der
SV40 Replikationsursprung verwendet. Z2ur Herstellung
permanent transformierter Zellinien und zur'
nachfolgenden Amplifikation der Expressionskassette
mittels Methotrexat dient ein modifiziertes Hamster
Minigen (Promotor mit kodierendem Bereich und dem
ersten Intron) fir Dihydrofolatreduktase (DHFR) als
Selzktionsmarker. Um dis Herstallung einzelstringigar
Plasmid-DNA nach Superinfektion dar transformiertan
Bakterien mit einem Helferphagen, beispislsweisa mit
R408 oder M13X07, =zur erleichterten Sequenzierung und
Mutagenesa dar Plasmid-DNA zu ermdglichen, enthieslten
vorzugsweise Ausgestaltungen der erfindungsgemiRen
Plasmide die intergenische Region von M13. Wira in
einer weiteren vorzugsweisen Ausgestaltung deé T7
Promotor der Multiklonierstelle vorangestellt, wird
dadurch die Herstellung von RNA Transkripten in vitro
ermdglicht.

Erfindungsgemd bevorzugt sind die Expressionsplasmide
DAD-CMV13, pAD-CMV15 insbesondere pAD-CMV1S. Ihre

Herstellung ist in Beispiel 1 ausfithrlich beschrieben.

2ur Erzielung einsr verbesserten Expression und zu.
Erleichterung einer gerichteten Xlonierung der fiir

ERSATZBLATT
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IFN-¢2 kodierenden cDNA wurde die ‘fiir IFN-a2
kodierende cDNA mittels PCR in der 5'-nicht kodletenden
Region erflndungsgemaB dahingehend modifiziert, daB die
Sequenz dleser Region gegen die Sequenz der 5'-nicht
kodlerenden Region der humanen B8-Globin mRNA (Lawn

et al., Cekl 21, (1980), 647-651) ausgetauscht wird.
Gleichzeitig wurden an beiden Enden der cDNA
Restriktionsenzymschnittstellen eingefiihrt, die eine
gerichtete Klonierung erleichtern. ﬁberraschendérweisa
bewirktveiﬁe derartige Verinderung eine deutliche
Erhdhung der. Expression.

Die so modifizierte cDNA fiir IFN-c2 wurde in ein mit
den entsorechondﬂn Restriktionsenzymen geschnlttenes
erflndungsgemaaes Ezprassionsplasnid, vorzugsweise in
das Plasmid pAD—CMVl9 inseriert. Mit den so erhaltenen --
EzpressionSglashiden fiir IFN-«2 wurden geeignetse
SEugetierz%llén trangfektiert, die daraufhin in einem
geeigneﬁengﬁulturmedium kultiviert wurden. Der .
Kulturiiberstand der Sdugatierzellen wurdes in an sich
bekannter Weise unter schorenden Bedingungen geresinigt.
Vorzug sweiée verwandet man affinitdtschromatographische
Re1nlgungsver;ahren mit Hilfe monoklonaler Antikdrper
gegen IFN—mZ Bavorvugte monoklonale AntikSrper sind
EBI-1 oder EBI-10 bazie nungswelae deren Aguivalente.
Die Herstellung dieser nochspezzflschen Antikdrper ist
beschrieben’ (Adolf G.R. J. Gen. Virol. 68, 1669-1676
(1987); Adolf et al. J. Cell. Physiol. suppl. 2, 61-68
(1982)). Die zu verwendenden Methoden sind ebenfalls
beschrieben (Secher und Burke, Nature 285, 446-450
(1980); Adolf et al., J. Biol. Chem. 265, 9290-9295
(1990); Adolf et al., Biochem. J. 278, 511-518 (1991)).
Besonders vorteilhaft ist das Reinigungsverfahren gemiB
EPA 0 203 382 zu verwenden, wobei auf das Aufbraschen
der Zellen varzichtet werdea kann. 2Zur
Charakteriéierung von rekombinantem, in Sdugetierzellesn

&5 ERSATZBLATT
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hergestelltem IFN-¢2 wurde die Reverse Phase HPLC
verwendet. Der N-Terminus und C-Terminus wurden
analysiert. Zum Vergleich wurde jeweils rekombinantes,
in E. coli hergestelltes IFN-a2c verwendet. Anhand
SDS-Gelelektrophoretischer Untersuchungen war
festzustellen, daB das in Sd3ugetierzallen hergestellte
rekombinante IFN-«2 ein hdheres Molekulargewicht
aufwies, als das in E. coli hargestellte IFN-«2. Nach
Behandlung beider rekombinanter Interferone mit NaOH
reduzierte sich das Molekulargewicht des in
Sdugetierzellen hergestellten, rekombinanten IFN-22's
auf das Molekulargewicht das in E. coli hergestellten
IFN-x2's. In Sdugetierzellen exprimiertes,
rekombinantes IFN-«2 muB daher glycosyliert sein. Bei
der Identifizierung der Glycopeptide mittels Peptide
Mapping und Sequenzanalyse konnte festgestellt werdsn,
dad3 das an Position 106 befindliche Threonin (THR-106)
die Glycosylierung trigt. Bei einem Vergleich der
Resultate mit denen, dies beim natiirlichen IFN-«2 aus
virusstimulierten Leukocytsn erhalten wurden (s. unten
zeigte es sich, daB sowohl die Glycosylierungsstells
als auch der Oligosaccharidanteil weitgehend identisch
sind.

Gelost wurde die erfindungsgemidfie Aufgabe aber auch
durch ein Reinigungsverfahran, das keine
Verfahrensschritte enthilt, die evtl. vorhandene
Substitutionen 'des IFN-a2 verdndern oder eliminieren.
Das erfindungsgemdaBe Reinigungsverfahren bediente sich
hochspezifischer monoklonaler Antikdrper, wobei wihrend
des gesamten Reiniqungsverfahrens alkalische
Bedingungen mit einem pH-Wert grdBer als 8,0 sorgsam
vermieden wurden.

Natiirlichss humanes IFN-¢2 wurde mit Hilfe eines
hochspezifischen monoklonalen Antik&rpers aus

ERSATZBLATT
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Leukozyten;nterferon 1$Oll°rt Zweil aufeinanderfolgande
Re1n1gungsSchr1tt° iiber eine Immunoaff1n1tatssaule
fihrten zw einer Relnhelt des Proteins von >95%. Die
Sequenzanalyse ergab die erwartete N-terminale Seguenz,
wobei CZS_éisaeiste Aminosdure nur indirekt
nachgewies%n wurde.

Von IWN-zz'sind bisher drei Varianten, die sich in den
Amznosaurea an den Positionen 23 und- 34 unterscheiden,
bekannt: IEN-«Za mit 23LYS und HIS (f£riither als.

Le IFA bezczchnet Goeddel et al., Nature, 290, 20-26
(1981)), IFN-e3b mit 2°ARG und >?HIS (Streuli et

al., Sci'e'néa, 209, 1323-1347 (1980)) und IFN-a2c mit
23ARG und AR” {£riiher als IFN-«2"Arg”
bezezchnet{.qurkln-Rastl et al., J. Interferon Res.-2,
575-585 (1582), Bodo & Maﬁrer-Fogy, The Biology of the
Interfaron System 1985 (St°wart II, W.E. & Schellzshus
H. Hrsg.) 59-64 (1986). Bei dem 1sollerten Interferon
konnte an Position 23 nur ARG nachgewiesen werden, was
das Vorhandensein von IFN-«2a ausschlieBt. Die.
Aminosiure.an Position 34 war eindeutig Histidin, so
daB es sich bei dem isolisrten Interferon um IFN-«2b
handelte. Ebenso sind jedoch auch die Varianten
IFN-z2a bzw. IFN-a2c erhdltlich je nachdem, welches
Zellmatérial als Ausgangsmaterial verwendet wird. Es
ist bekannt, daB8 in Namalwa-Zallen nepen IFN-«z2b auch
IFN-«2C zu finden ist. Bei dem als Vergleichssubstanz
verwendeten rekomblnanten Interferon aus E. coli
handelte es sich um IFN-z2c.

RP-HPLC~Analysen des gereinigten natiirlichen IFN-a2
zeigten, daB die Prédparation zwzi- Peaks enthielt, die
beide friiher von der Siule eluierten als das
rekombinante E. coli-IFN-a2c. Auch mittels SDS-PAGE
konnte einé;étarke Heterogenitdt in der scheinbaren
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molekularen Masse von natiirlichem IFN-z2 nachgewiesen
werden. Alle in natiirlichem IFN-e¢2 nachgewiesenen
Proteine hatten eine wesentlich hdhere scheinbare
molekulare Masse als rekombinantes IFN-«¢2c aus E.
coli. Simtliche bisher beschriebene IFN-e¢-Spezies -
mit Ausnahme von IFN-al4 - weisen kaine
N-Glycosylierungsstelle (-ASN-X-THR/SER-) auf. Somit
kann auch fiir IFN-«2 N-Glycosylierung ausgeschlossen
werden. Flir O-Glycane kennt man solche Strukturmerkmale
nicht. Nicht auszuschlieBen ist daher, daB das
vorliegende IFN-¢2 O-glycosyliert ist.

Da O-Glycane schon unter schwach alkalischen
Bedingungen vom Protein abgespalten werden k3nnen,
wurden beide Peakfraktionen schwach alkalischen
Bedingungen unterworfan. Diess Resaktion filhcte in
beiden Fdllen zu einer Reduktion der scheinbaren
molekularan Masse auf die des rzkombinanten IFN-«2¢
. coli; ein deutlicher Hinweis auf

Versuche mit Neuraminidase und O-Glycanasa ergaben fir
.den einen Peak (Peak 2) (s. Fig. 14) ebenfalls eins
Reduktion der scheinbaren molekularen Masses auf jene
von E. coli-IFN-c2c und bestitigtsn damit die
O-Glycosylierung. Die Ergebnissa disses saquantisllen
Abbaues das Glycans mit Neuraminidase und O-Glycanase
zeigten, dandie Het=srogenitdt des Peak 2 auf dem
unterschiedlichen Gehalt von N-Acetylneuraminsiure
(NeuAc = Sialinsdure) beruhte. Die drei Banden (Fig.
20, Spur 4) repriasentierten die di- bzw.
monosialylierte (Mr 21.000 bzw. 20.000) und die
nichtsialylierte (Mr 19.000) Form das natiirlichen
. IFN-22., Die leichteste Form des IFN-x2 konate durch
Reaktion mit 0-Glycanase allein abgebaut werden. Da
0-Glycanases nur -das unéubstituierte Disaccharid
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Gal(81-3)GalNAc spaltet, ist die Reaktion als Beweis
dafiir anzusehen, daB neben den beiden sialylierten
Formen auch eine Asialo-Variante des IFN-«2
existiert. -

Die scheinbare molekulare Masse von Peak 1 hingegen
konnte mitEels Enzymreaktionen nicht reduziert werden.
Inkubation:mit Neuraminidase fiihrte nicht wie erwartet
zu einer Reduktion der scheinbaren molekularen Massa.
Das Disaccharid-Core muB8te demnach anders als mit NeuAc
substituiert sein und konnte daher nicht durch
O-Glycaﬁasé abgespalten werden.

Durch Vergleich der Peptide Maps nach Trypsinspaltung
von natﬁ:lichem und rekombinantem, in E. coli
exprimiertem IFN-«2 konnten die Glycopeptide aus den
Peaks 1 uné 2 identifiziert werden. Die Sequenzierung
dieser Glycopeptide ergab 1OSTHR als
Glycosylia@ungsstélle.

Hinweise auf die Struktur der Oligosaccharide des
natﬁrlicﬁeg IFN-e2 gaben neben den Enzymr=aktionen
auch massenspektrometrische Untersuchungen der
Glycopeptide. Die Interpretation der Massenspektren
zZusammen mit‘den Ergebnissen der SDS-PAGE ergaben, &alB
natiirliches IFN-a2 zumindest vier verschiedene
Glycanstru%tufen enthilt: im Peak 2 das neutrale |
Disaccharid@ Gal(B1l-3)GalNAc, dessen Struktur aufgrund
der hohen: Spezifitit der O-Glycanase mit groBer
Sicherheit -anzunehmen ist, auBerdem die mono- und die
disialylieﬁte Variante; im Peak 1 ein neutrales
Oligosacch§rid, bestehend aus zwéi Hexose- und zwei
N-Acetylheibsamin-Einheiten. Als Struktur dieses
Tetraéaccharides kann in Analogie zu bereits
beschriebenen -hdufiger vorkommenden O-Glycanen
vorgesChlaéen werden: Gal-(Gal-GlcNAc-)GalMNAc.

 ERSATZBLATT

N
3
4

whie

iR T
g W, A

@ .'".. A

PCT/EP91/01266

:

"

<




3

WO 92/01055

11

Durch die vorliegende Erfindung konnte
iiberraschenderweise erstmals O-glycosyliertes IFN-«2
in hochreiner Form bereitgestellt werden. Dieses
Interferon ist an der Aminosdure Threonin an Position
106 (106
an dieser Position enthalten sein kdnnen, sind das
neutrale Disaccharid Gal(B1-3)GalNAc, dessen mono- und
disialylierte Varianten sowie ein neutrales
Tetrasaccharid Gal-(Gal-GlcNAc-)GalNAc.

THR) O-glycosyliert. Die Oligosaccharide, die

Dieses O-glycosylierte IFN-c2 kann in an sich
bekannter Weise, in Analogie zum rekombinanten in E.
coli exprimierten IFN-a2, formuliert und in allen, fiir
IFN-a bekannten Indikationen zur Behandlung eingesetzt
werden.

Die erfindungsgemiBen Proteine kdnnen fiir die
Behandlung der viralen Infektionen und von malignen
Erkraﬁkungan in der Form von pharmazeutischan
Prdparaten verwendat werden, die eine wirksams Menge
des IFN's gegebenenfalls zusammen mit einer
signifikanten Menge eines anorganischen oder
organischen, festen oder fliissigen, pharmazeutisch
verwendbaren Tridgerstoffes enthalten.

Bevorzugt sind pharmazeutische Prdparate zur
parenteralen, beispielsweise intramuskuliren,
subkutanen oder intravendsen Verabresichung am Menschen.
Solche Prédparate sind isotonische wissrige L3sungen
oder Suspensionen, die die erfindungsgemiBen Proteine
enthélten, gegebenenfalls zusammen mit einem
Trdgermaterial und, wenn erwiinscht, Hilfsmittel,
beispielsweise Stabilisatoren, Emulgiermittel,
1osungsvermittelnde Stoffe, Salze fiir die Regulierung
des pH und des osmotischen Druckzs, Xonserviermittel
und/oder Netzhittel. Dies pharmazzutischen Priparationen
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kSnnen nach an sich bekannten Methoden hergestellt
werden, Beispiglsweise in einem Verfahren, worin die
erfindungsgemifen Proteine und die pharmazeutisch
verwendbaren Triger und Hilfsstoffe gemischt,
gewiinschtenfalls lyophilisiert und vor Verwendung
geldst werden.

Die Dosierung der pharmazeutischen Pradparate hingt von
der zu behandelnden Krankheit, dem KSrpergewicht, Alter
und individuellen Zustand des Patienten gemiss
Einschﬁtzuﬁg des behandelnden Arztes und der
Applikationsweise ab.

Durch die vorliegende Erfindung wird daher erstmals ein
O-glycosylierées Interferon-c2 enthaltendes Mittel
bereicgestellt, das aufgrund der antiviralen und
antineoplastischen Eigenschaften des IFN-«2 u.a. zZur
Behandlung'von-viralen und tumoralen Erkrankungea
geeignet iét.

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung
erliutern ohne sie einzuschrinksn.

Legenden zu den Figurea

Fig. 1: Ronstruktion des Plasmides pCMV+SV40
Fig. 2: " Konstruktion des Plasmides pAD-CMV1O0A
Fig. 3:  Konstruktion des Plasmides pAD-CMV15
Fig. 4: Konstruktion der Plasmids pAD-CMV13 und
© pAD-CMV19
Fig. 5: Ronstruktion des Expressicnsplasmides paAD
19B-IFN
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Fig. 6: HindIII/XBal-Insert des
Expressionsplasmides pAD19B-IFN.

Fig. 7: DNA-Sequenz des Plasmides pAD-CMV19
Fig. 8: Konstruktion des Plasmides pCMV-SV40
Fig. 9: Ronstruktion des Plasmides pSV2gptDHFRMut2

Fig. 10: Ronstruktion der Plasmide pAD-CMV1 und
pAD-CMV2

Fig. 1ll: DNA-Sequenz des Plasmides pAD-CMV1

Fig. 12: Monoklonale Antikdrper Affinitdts-
chromatographie des humanen Leukozyten
Interﬁerons

Fig. 13: ELISA fiir human IFN-z:
(O) Refersnzpriparation des rekombinantan
human IFN-a2c; (0O) Leukozyteninterfe;on
{(Ausgangsmaterial) (0O) DurchfluB
(0) eine Fraktion des Eluates A; (Q)
eine Fraktion des Eluates B

Fig. 14: RP-HPLC des natiirlichen IFN-«2 (b) und E.
coli IFN-a2c (a)

Fig. 15: Aminosduresequenz des IFN-xz2¢

Fig. 16: SDS-PAGE von natilirlichem IFN-«2 vor und
nach Reaktion mit NMeuraminidase und
0-Glycanase. (1) Peak 1, unbehandelt; (2)
Peak 1, nach Reaktion mit Neuraminidase;
{(3) Peak 1, nach Reaktion mit Neuraminidase
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. und O-Glycanase; (4) Peak 2, unbehandelt;
. (5) pPeak 2, nach Reaktion mit

Neuraminidase; (6) Peak 2, nach Reaktion

. mit Neuraminidase und O-Glycanase; (7) E.

coli-IFN-a2cC

SDS-PAGE von natiirlichem IFN-«2 (Peak 2

;;aus Fig. 14b) vor (1) und nach (2) Reaktion
", mit O-Glycanase.

SDS-EAGE wvon natiirlichem IFN-«2 (Peak 1l
“ und 2) und E. coli-IFN-«2c nach Inkubation
“amitso.l M NaOH. (1) E. coli-IFN-a2; (3)
Peak 1; (5) Peak 2; unbehandelte
. Vergleichsprobea von Peak 1 (2) und von
" peak 2 (4) wurden ebenfalls aufgetragen.’

Vergleichendes Peptide Map von E.
. coli-IFN-a2c und natiirlichem IFN-e2. (1)
¥ Peak I aus Fig. 14b; (2) Peak 2 aus Fig.
. 14b; *, diese Peaks stammen von :
. uaglycosylierten Peptiden, deren

Retentionszeit immer gleich war.

N

 SDS-PAGE von natiirlichem IFNe2 und
.E..coli-IFNa2c. (1)

'Mo;ekulargewichtsmarker; (2) E.

coli-IFNa2c; (3) natiirliches IFN-a2,

leeak 1 aus Fig. 14b; (4) natilirliches
IFN-a2, Peak 2 aus Fig.l4b; Fdrbung:

Coomassie-Blue.

Reverse Phasa HPLC (RP-HPLC) des
,CHO-IFR-e2c (a) und des E.coli-IFN-a2c

¥ (b)
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Vergleichende Peptide Maps von Peak 1 (a)

und Peak 2 (b) aus CHO-IFN-a2c und von
E.coli-IFN-e2c (c)

SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von
CHO-IFN-a2c und E.coli-IFN-a2c. Spuren 1
und 8: Molekulargewichtsmarker (Skala in
kD); Spuren 2-4: nichtreduzierende
Bedingungen, Spuren 5-7: reduzierende
Bedingungen;

Spuren ; und 5: P2ak 1 aus CHO-IFN-a2C;
Spuren 3 und 6: Peak 2 aus CHO-IFN-z2C;
Spuren 4 und 7: E.coli-IFN-a2¢;

Oberes Gel: Alle IFN-Spuren mit j=2 4 ug;

Unteres Gel: Alle IFN-Spuran mit je 1 ugs
Firbung: Coomassie Blue

SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von
CHO-IFN~a2c und E.coli-IFN-«¢2c vor und

nach Inkubation mit 0,1 M NaOH.

Spuren 1 und 8: Molekulargewichtsmarker
(Skala in kD); Spuren 2, 4, 6: unbehandelte
Proben, Spuren 3, 5, 7: mit 0,1 M NaOH
inkubierte Proben;

Spuren 2, 3: E.coli-IFN-a2c,

Spur 4, 5: Peak 1 aus éHO-IFN-ch,

- .- ERSATZBLATT
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Spur 6, 7: Peak 2 aus CHO-IFN-«2c;

© Auf alle IFN-Spuren wurden je etwa 1,5 ug

unter reduzierenden Bedingungen aufgetragen.
Firbung: Coomassie Blue
Baeispiel 1

Ronstruktion der Expressionsplasmide pAD-CMV13,
pAD-CMV15 und pAD-CMV1S

Aus Teilen von Expressionsplasmiden (pCDM8, Seed &
Aruffo, ?rqc. Natl.Acad.Sci,USA 84 (1987) 8573-8577;

B. Seed, Nature 329 (1987) 840-842); Invitrogen,

Inc., San Diego, Ca; pSVngtDHFRZO{ EP-Al 0321842) und --
dem Plasmid pBluescript XS- (Short et al., Nucleic
Acids Res., 11 (1988) 5521-5540; Stratagene, La _
Jolla, -CA)) wurden nsue Plasmide konstruiert, dié eine
Multiklonierstelle fiir die gerichtate Insertion '
neterologer DNA-Sequenzen aufweisen und sich in E.coli
mittaels Ampicillinresistenz mit hoher Kopienzahl
vermehren lassen. Die intergenische Region von MI13
ermagliéht die Herstellung einzelstridngiger Plasmid-DNA
nach Superinfektion der transformierten Bakterien mit
einen Helférphagen (z.B. R408 oder M13XK07), zur
etleichteréén Sequenziéiung und Mutagenese der
Plasmid-DNA. Der T7 Promotor, der der )
Multiklonierstelle vorangsht, ermdglicht in vitro die
Herstellung von RNA Transkripten. In Sdugetierzellen
erfolgt die Expression hetarologser Gene getrieben vom
Cytomegaloéirus (CMV) Promotor / Enhancer (M. Boshart
et al., Cell 41 (1985) 521-530). Der SV40
Replikationsursprung ermdglicht in gesigneten 2ellinien
(z.B. SV40 transformierte Zellen wie COS-7, Adenovirus
transformierte Zellinie 293 (ATCC CRL1573)) die
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autonome Replikation des Expressionsplasmides zu hohen
Ropienzahlen und damit hohe Raten in transienter-
Expression. Fiir die Herstellung permanent .
transformierter Zellinien und die nachfolgende
Amplifikation der Expressionskassette mittels
Methotrexat dient ein modifiziertes Hamster Minigen’
(Promotor mit kodierendem Bereich und dem ersten
Intron) fiir Dihydrofolatreduktase (DHFR) als
Selektionsmarker.

Harstellung der Vektor- und Promotorantaile durch
Polymerase Kattenrsaktion (polymerase chain reaction,
PCR) '

Das Plasmid pBluescript XS- wurde mit HindIiI
linearisisrt und 100 ng DNA in eine@ 100 ¢l PCR (Saiki
et al., Science 239 (1988) 487-491) Ansatz eingesetzt
(Reaktionsmedium: 50 mM XCl, 10 mM Tris-Cl pH 8,3, 1,5
mM MgClz, 0,01% (w/v) Gelatine, 0,2 mM jeder der vier
Desoxynukleosidtriphosphate (dATP, 4GTP, &CTP, 4TTP),
2,5 units Taq Polymerase pro 100 ul). Als Primer

wurden je 50 pmol der synthetischan Oligonuklaotide
EBI-1786 (5'-GGAATTCAGCCTGAA- TGGCGAATGEG-3') und
EBI-2134 (5'-CACTGAACTCGAGCAGC-

TGCGTTGCTIGGCGTTTITTICC-3') eingesatzt. Nach 5 Minuten
Denaturieren bei 94°C erfolgte die PCR iiber 10 Zyklen
(Zyklusbedingungen: 40 sec bei 94°C, 45 sec bei 55°C, 5
Min beil 72°C, Perkin Elmer Cetus Thermal Cycler). Die
Oligonukleotide flankieren die intergenische Region von
M13 bzw. den Replikationsursprung (ori) mit dem
dazwischenliegenden Gen fiir die B-Lactamase.
Gleichzeitig wird am Ende des ori eine XhoI- und eine
Pvull- und am anderen Ende eine EcoRI-Schaittstellas
erzeugt. Das Reaktionsgemisch wurde durch Extraktion
mit Phenol-Chloroform von Protein befreit und die DNA
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mit Athanol prizipitiert. Die erhaltene DNA wurde mit
XhoI und EcoRI geschnitten und nach Elektrophorese in
einem Agarbsegel ein Fragment mit 2,3 kb isoliert.

50 ng mit SacII linearisiertes Plasmid pCDM8 wurde mit
den Oligonukleotiden EBI-2133 (5'-GGTCACTGTCGACAT-
TGATTATTGAéTAG-Q') und EBI-1734 (5'-GGAATTCCCT-
AGGAATACAGCGG-3"') unter identischen Bedingungen wie
zuvor beschrieben durch PCR amplifiziert. Die
Oligdnukleétide binden am Beginn der CMV-Promotor /
Enhancer séquenz und erzeugen eine SalI Schnittstelle
(EBI-2133), bzw. binden am Ende der SV40
poly-Adenylierungstelle uhd erzeugen eine EcoRI
Schnittstelle (EBI-1734). Das PCR Produkt wurde mit
S21I und EcoRI geschnitten und ein DNA Fragment von 1,8
kb aus einem Agarosegel isoliert.

Die beiden ‘nachgeschnittenen PCR Produkte wurden mit T4
DNA—Ligase:ligiert-und E.coli HB10l transformiert. Ein
Plasmid der gewlinschten Struktur (siehe Fig.l) wurde '
DCMV+M13 . benaant.

Der SV40 Replikationsursprung (SV40 ori) wurde aus dem
Plasmid pS¥2gptDHFR20 (EP-Al 0321842) isoliert. Dazu
wurde dieses Plasmid mit HindIII und PvuII doppel®
geschnittéﬁ und dies DNA-Enden durch nachfolgende
Behandlung mit dem groBen Fragment der E.coli DNA
Polymerase: (Klenow Enzym) in Gegenwart der vier
Desoxynukleotidtriphosphate stumpf gemacht. Ein
entstandenes 0,36 kb DNA Fragment wurde aus einem -
Agarosegel:isoliert und in mit EcoRI linearisiertem
Plasmidvektor pCMV+M1l3 ligiert. Ein nach Transformation
von E.coli HB10l erhaltenes Plasmid, das den SV40 ori
in gleicher Orientierung wie B-Lactamase Gen und
CMV-Promotor enthielt, wurde pCMV+SV40 benannt (Fig.l).
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Plasmid pCMV+SV40 wurde mit EcoRI und BamHI doppelt
geschnitten und die DNA-Enden anschlieBend mit
Klenow-Enzym stumpf gemacht. Die DNA wurde durch
Extraktion mit Phenol-Chloroform und KthanolfSIIung
gereinigt. Ein Teil der DNA wurde mit T4 DNA Ligase
zirkularisiert und ein nach Transformation von E.coli
erhaltenes Plasmid pAD-CMV10O benannt (Fig.2). Der Rest
der pCMV+SV40 DNA wurde durch Inkubation mit
alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und der 4,4 kb
lange Vektor aus einem Agarosegel isoliert.

Plasmid pSV2gptDHFR-Mut2 (siehe Beispiel 4, Fig. 9),
das ein modifiziertes Hamster Dihydrofolatreduktase
(DHFR) Minigen enth#lt, aus dem durch gefichtéte
Mutagenese die Restriktionsenzymschnittstellen €£iir
EcoRI, PstI, BglII, BamHI uhd Xpnl entfernt wurden,
wurde mit EcoRI und PstI doppelt geschnitten und die
DNA-Enden durch 20 Minuten Inkubation bei 1l1°C mit 5 )
units T4 DNA-Polymerase {(Reaktionsmedium: S0 mM Tris-Cl
pH 8,0, 5 mM MgClz, 5 mM Dithiothrait, 0,1 mM jedes

der vier Desoxynukleotidtriphosphate, 50 pg/ml -
Rinderserumalbumin) stumpf gemacht. Das 2,4 kb langs
DNA-Fragment mit dem mutierten DHFR-Gen wurde aus einem
Agaroseagel isoliert und mit dem wie oben beschriebenen
priparierten pCMV+SV40 ligisrt. Ein nach Transformation
von E.coli erhaltenas Plasmid, in dem das DHFR-Gen in
derselben Orientierung wie der CMV-Promotor enthalten
war, wurde pAD-CMV10A  benannt (Fig.2).

Ausgehend vom Expressionsplasmid pAD-CMV1 (siehe
Beispiel 4, Fig. 10), das zwischen Multiklonierstelle
und poly-Adenylierungssignal eine Intronsequenz
enthdlt, wurden mehrere Varianten hergestellt, die sich
durch die Anzahl und Lage der Introns relativ zur
Multiklonierstelle unterscheiden. In pAD-CMV13 (Fig. 4)
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wurde das SV40 t Antigen Intron zwischen -
Multiklonierstelle und poly-Adenylierungstelle
delétiert;;pAD-CMV15‘(Fig. 3) enthdlt ein Synthetisches
Intron zwischen CMV Promotor und Multiklonierstelle und
das SV40 t Antigen Intron zwischen Multiklonierstelle
und poly-Adenylierungssignal; pAD-CMV19 (Fig. 4)
enthdlt nu# ein Intron zwischen CMV Promotor und
Multiklonierstelle.

Ausgehend von 100 ng des mit HindIII linearisierten
Dlasmld.pAD-CMVl wurde mit je 50 pMol der
Ollgonukleotlde EBI-2625
(5 '-CACTGA’EC’I.‘AGAGATATCTTGTTTATTGCAGCTTATAATGG -3') und
EBI-1857 (5'-GGCAAGGGCAGCAGCCGG-3 Y in 100 pl PCR
Ansatz (siehe oben) in 10 PCR Zyklen (40 sesc 94°C, 45
sec 55°C, 90 sec 72°C) ein 1,26 kb langes DNA Fragment
amplifiziert. EBI-2625 bindet kurz vor dem SV40
poly—Adenyllerungaszgnal (Position 1280 in pAD-CMV1)
und enthdlt, zusitzliche Restriktionsschnittstellen fur
XbaI und ECORV. E3I-1857 bindet am komplementdren DNA
Strang im ersten Intron des nachfolgenden DHFR Minigens
(Position 2525 in'pAD-CMVI). Das PCR Produkt wurde
durch Extraktion’mit Phenol und Chloreform von Protein
befreit nn& d1e DNA mit Athanol gefdllt. Die DNA wurde
mit Xbal uud—BglII doppelt geschnitten, ein 0 32 kb
langes DNA Fragment aus einem Agarosegel isoliert und
in mit den}gléichen Enzymen doppelt geschnittenen
Plasmidvektor (5,8 kb) pAD-CMV1 ligiert. Ein nach
Transformétion von E.coli HB10l erhaltenens Plasmid der
gewiinschten Beschaffenheit (siehe Fig.4) ﬁutde
PAD-CMV13 henannt. '

Die déﬁ CMV Promotor folgende Spleif-Donor Sequenz (M.
Boshart et.al., Cell 41 (1985) 521-530) wurde durch
SOE-PCR (splicing by overlap extension; S.N. Ho et al.,
Gene 77 (1989) 51-59) mit der SpleiB-Acceptorstelle
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des ersten Introns des humanen B-Globin Gens (Lawn et
al., Cell 21 (1980) 647-651) gefolgt von der
Multiklonierstelle von Plasmid pAD-CMV1 verbunden. Dazu
wurden 100 ng Plasmid pGJ7 (G. Jahn et al., J. Virology
49 (1384) 363-370) enthaltend die Promotor und

Enhancer Sequenz von humanem Cytomegalovirus StammAD169%’
(Boshart et al., Cell 41 (1985) 521-530) mit je 50

pMol der Oligonukleotide EBI-2133 (siehe oben) und
EBI-2586 (5'-GCAGAGAGAGTCAGTGCCTATCAGAAACCCAAGAG-
TCTTCTCTATAGGCGGTACTTACCTGACTCTITG-3') inm 100 pul PCR
Reaktionsgemisch iilber 30 2yklen amplifiziert .
(Zyklusbedingungen: 40 sec 94°C, 45 sec 45°C, 90 sec
72°C). Die letzten 24 Basen von EBI-2586 passen perfekt
an die CMV-Sequenz (in antisense Orientiérung) und die
vorangehenden Basen entsprechen der B-Globin Intron
Sequenz, wobei 18 Basen perfekt zur revers --
komplementiren Sequenz von Oligonukleotid EBI-2585
passen und die iiberlappenda DNA-Sequenz £iir die SOE-PCR
bilden. Die PCR Produkte wurden in einem Agarosegel
aufgetrennt und ein 0,8 kb DNA Fragment isoliert
(Fig.3). 100 ng Plasmid pAD-CMV1 wurden in glsicher
Weise mit den Oligonukleotiden EBI-2585

(5° -GCACTGAC‘I‘CTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAGGC‘I‘GCT-
GGTGCTTAACTGGCTITATCG-3') und EBI-2112
(5'-GTCCAATTATGTCACACC-3*') durch PCR amplifiziert und
ein 0,2 kb DNA Fragment aus einem Agarosegel isoliert.
EBI-2585 enhdilt die letzten 45 Basen des B8-Globin
Introns und die fiinf darauf folgenden Basen, sowie 17
Basen am 3'-Ende, die perfekt an Position 611-627 der
pAD-CMV1 Sequenz hybridisieren kdnnen. EBI-2112 bindet
am komplementdren DNA Strang an Position 743-760 an die
PAD-CMV1 Sequenz. 1/10 des isolierten 0,8 kb DNA
Fragments und 1/30 des 0,2 kb DNA Fragments wurden in
einem neuen 100 ul PCR Ansatz (SOE-PCR) gemischt und
mit je 50'pMol der Oligonukleotide EB3I-2133 und
EBI-2112 in 30 PCR Zyklen (40 sec 94°C, 45 sec 45°C, 2
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Min 72°C) mmplifizert. Die Reaktion wurde durch
Extraktioqﬂmit éhenol und Chloroform gestoppt und die
DNA mit Kthanol gefdllt. Die 5'-Enden des BCR Produktes
wurden mit T4 Polynukleotidkinase phosphoryliert
(Reaktionspuffer: 70 mM Tris-Cl pH 7.6, 10 mM MgClz,

5 mM Dithiothreit, 1 mM ATP) und anschlieBend mit Xbal
geschnitteé.,Die—DNA wurde in einem Agarosegel
aufgetrgnn# nnd ein Fragment von 0,98 kb Ldnge
isoliert. Plasmid pAD-CMV10 wurde mit PvuII und Xbal
doppelt. geschnitten und der Vektoranteil ohne CMV
Promotor ams einem Agarosegel isoliert. Dieser
Plasm;dvektor wurde mit dem 0,97 kb DNA Fragment,
enthaltend den cuv Promotor und Enhancer mit Intron und
Multlklonle'stﬂll ligiert und E.coli HB101
transformlent. Von den erhaltenen Transformanten wurde
Plasmid DNX he;gestellt und das neue DNA Insert mit den
Oligonukledtiden EBI-2112, EBI-2586 und EBI-1733

(5 ' -GGTCGACATTGATTATTGACTAG-3') nach der
Didesoxy—&éttenabbruch Methode (F. Sarger et al., Proc.
Natl. -Acad; Sci.USA 74 (1977) 5463-5467) mit
modifizierke Ti DNA éolymerase (S. Tabor and C.C.
chhardson, Proc. Natl. Acad. Sci.USA 84 (4767-4771);
Sequenase, Un1ted States Biochemical Corp.)
sequenziert. Ein Plasmid mit der erwarteten Sequenz
wurde pAD-CMV15 benannt (Fig.3).

pAD-CMYlOA'wurde mit SpeI und BglII doppelt geschnitten
und der Vektoranteil ohne CMV Promotor aus einem
Agarosegel iisoliert. pAD-CMV1S wurde mit Spel und
HindIIl dogyelt geschnltten und ein 0,8 kb DNA Fragment
enthaltend den CMV Promotor und das synthetische
Intron, jsoliert. pAD-CMV13 wurde mit HindIII und BglIl
doppelt geschnitten und ein 0,36 kb DNA Fragment
isoliert, -@as die Multiklonierstelle, das SV40 early
poly-AdenYlierungsignal und einen Teil der Hamster-DHFR
Promoto;;egion enthielt. Diese drei DNA Fragmsnte
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wurden mit T4 DNA Ligase ligiert und E.coli HB10l
transformiert. Von den erhaltenen Transformanten wurde
Plasmid DNA hergestellt und durch Schneiden mit
verschiedenen Restriktionsenzymen charakterisiert. Ein
Plasmid der gewilinschten Struktur wurde pAD-CMV19
benannt (Fig.4, Fig.5).

Beispiel 2
Herstellung einer modifizierten cDNA fiir huIFN-a2c¢

Die fiir humanes IFN-a2c kodierende cDNA des Klons 1F7
(E. Dworkin-Rastl et al., J.Interferon Res. 2 (1982)
575-585; E. Dworkin-Rastl et al., Genme 21 (1983)
237-248) wurde mittels PCR in der 5'-nicht kodierenden
Region modifiziert, indem diese gegen die Sequenz der
5'-nicht kodierenden Ragion der humanen B-Globin mRNA
(Lawn et al., Cell 21 (1980) 647-~651) ausgetauscht
wurde. Eine derartige Verdnderung der S5‘-nicht
kodierenden Region bewirkt eine deutliche ErhShung der
Exzpression, méglicherweise durch eine effizientere
Initiation der Translation. Gleichzeitig wurden an
beiden Enden der cDNA Restriktionsenzymschnittstellen
eingefiihrt, die eine nachfolgende gerichtete Xlonisrung
der cDNA in Exprassionsplasmide erleichterten.

100 ng mit EcoRI linearisiertes Plasmid 1F7 wurden mit
je 50 pMol der Oligonukleotide EBI-2747
{5'~-CTTCAGAAGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCT -
CAAACAGACACCATGGCCTTGACCTTTGCTTTAC-3"') und EBI-2744

(5" -GACTTCAGTCTAGAGAACCAGTTT&TTCCTTACTTC-3 ') in

100 pl PCR Ansatz in 20 2Zyklen (40 sec 94°C, 45 sec
55°C, 90 sec 72°C) amplifiziert. EBI-2747 enthilt nach
einer HindIII Schnittstelle die 5'-nicht kodierende
Region der humanen B-Globin mRNA gefolgt von den ersten
22 Basen der fiir das Signalpeptid von hulFN-«2c

ERSATZBLATT



WO 92/01055 L PCT/EP91/01266

24

kodierenden Sequenz (Startkodon ist unterstrichen).
EBI-2744 bindet am komplementiren Strang am Ende der
fiir huIFN-¢2c kodierenden Sequenz (Stopkodon ist
unterstrichen) und enthilt eine Schnittstelle fiir Xbal.
Die Reaktion wurde durch Extraktion mit Phenol und
Chloroform gestoppt und die DNA mit Athanol gefdllt.
Das PCR Produkt wurde mit HindIII und Xbal an den Enden
nachgeschnitten und das 0,64 kb lange DNA Fragment aus
einem Agarosegel isoliert (Fig.6, Fig.7). Plasmid
pAD-CMV19 wurde ebenfalls mit HindIII und XbaI doppelt
geschnitten und .anschlieBend mit dem cDNA Fragment
ligiert. Nach Transformation von E.coli HB10l erhaltene
Kolonlen wurden zur Priparation von Plasmid DNA '
geziichtat. Exnes der erhaltenen Plasmide wurde iiber den
Verlauf des 1nsert1erten HindIII-Xbal Bereiches
vollstﬁndig sequenziert. Mit Ausnahme eines einzigen
Basanauotauschns (CTG zu TTG) im 8. Kodon des
Signalpeptides, der jedoch zu keiner Anderung der
kodierten Aminosiure (Leu) fithrte, wurde die erwartete'
Sequenz erhalten. Das Expressionsplasmid fiir
sekratiertes und,o-glycosyliertes huIFN-¢2c wurde
pAD19B-IFN‘benannt (Fig.6).

Beschreibung der Sequenzelemente von Plasmid pPAD-CMY19

(Fig.5)

Basen
1 - 21 Bindungsteile von Oligonukleotid EBI-2133
1 - 590 Cytomegalovirus Enhancer und Promotor

722 - 740 Intronsequenz von Cytomegalovirus (Splice
. . Donor)

741 - 805 Intronsequenz von humanem B-Globin (Splice

' Acteptor) .

836 - 853 T7 Promotor
862 - 922 . Multiklonierstelle
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923 -1055 Polyadenylierungsstellen von SV40
1056 -1953 Promotor und 5'-nicht kodierende Region
' von Hamster DHFR Gen

1954 -2039% DHFR Exon 1

2040 -2333 DHFR Intron 1

2151 -2168 Bindungstelle von EBI-1857
2344 -2821 DHFR Exons 2-6 kodierender Bereich
2822 -3474 DHFR 3'-nicht kodierende Region
3475 -3812 8SV40 Replikationsursprung (SV40 ori)
3813 -6055 pBluescript Anteil
3813 -4291 MI13 intergenische Region (M13 ori)
4423 -5283 B3-Lactamase, kodiereande Region

8038 -6062 Bindungstelle von EBI-2134

Beispiel 3

Transiente Expression von hulFN-a2c in hSheren
eukaryotischen Zzallen

Etwa 106 Zellen (293, humane esmbryonale Nisrenzsllen
transformiert mit einem Te2il des Adenovirus ADS Genoms;
F.L. Graham et al., J.Gen.Virol., 36 (1977) 59-77;

ATCC CRL1573) pro 80 mm Petrischale wurden 24 Stunden
vor der Transfektion mit Medium (Dulbecco'’s
MEM/Nutrient Mix F12 (1l:1) mit 15 mM Hepes; Gibco) mit
10% hitzeinaktiviertem £5talem Kilberserum ahgesetzt
und bei'37°c in 5% CO2 Atmosphire inkubiert. Die

Zellen wurden 3 Stunden vor der Transfektion mit 10 ml
frischem Medium versehen und bei 37°C inkubiert. 10 ug
Plasmid DNA (gersinigt durch zweimalige CsCl
Dichtegradisntenzentrifugation) pAD19B-IFN geldst in
0,5 ml 250 mM CaCl2 wurden tropfenweise zu 0,5 ml 2x
HBS (16,36 g/1 NaCl, 11,9 g/l Hepes, 0,40 g/1

NaZHPO4, PH 7,12) zugefiigt. Das entstandene

Pridzipitat wurde zZu einer Petrischale zugegeben und die
Zellen weitere 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Zellen
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wurden mit. PBS gewaschen, 30 Sekunden mit 15% Glyzerin
in 1x HBS geschockt, nochmals mit PBS gewaschen und mit
10 ml friséhem Medium mit 10% Kidlberserum bei 37°C
znkublert..Nach 72 Stunden wurde der Zelliiberstand
geerntet und zum Nachweis des sekretierten IFN
verwendet. '

BeiSpiel 4:
Konstruktion der Expressionsplasmide pAD-CMV1 und
pAD-CMV2

Aus Tellen der Expreéssionsplasmide pCDM8 (Seed &
aruffo, ?roc. Natl.Acad.Sci.USA 84 (1987) 8573-8577;
Seed, Nature 329 (1987) 840-842; Invitrogen Inc., San
Diego, CA), DSV2gptDHFR20 (EP-Al 0321 842) und dem
Plasmid Bluéscript SK+ (Short et al., Nucleic Acids
Res., 11-5521-5540; Strategene, La Jolla, CA) wurde
ein neues Plasmid konstruiert, das eine .
Multiklonierstelle fiir die gerichtetes Insertion
heterologer DNA-Sequenzen aufwsist und sich in E.coli
mittels AmpzczlllnreSLStanz mit hoher Kopienzahl
vermehren~laBt. Die intergenische Rsgion von M13
ermdglicht die Herstellung einzelstringiger Plasmid-DNA
mittels Sugé:infektion der transformierten Bakterien
mit eineﬁ.ﬁélferphagen (z.B. R408 oder M13X07) zur
erleichtef;gﬁ Sequenzieruhg und Mutagenese der
Plasmid-DNA.:Der - T7 Promotor, der der
Multiklonierstelle vorangeht, ermdglicht die
Herstellung von RNA Transkripten in vitro. In
Sﬁugetie:zgllen erfolgt die Expression heterologer Gene
getriebeﬁ fbm C€ytomegalovirus (CMV) Promotor/Enhancer
(Boshart etgals, -Cell 41 (1985) 521-530). Der SV40
Replikationsurprung ermdglicht in geeignetan Zellinien
(z.B. SV 40- transformierte Zellen wie COS-7, Adenovirus
transformierte Zellinie 293 (ATCC CRL1573)) die
autonome Replikation des Expressionsplasmides zu hohen
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Kopienzahlen und damit hohe Raten in transienter
Expression. Fir die'Herstellung permanent
transformierter Zellinien und die nachfolgende
Amplifikation der Expressionskassette mittels
Methotrexat dient ein modifiziertes Hamster-Minigen
(Promotor mit kodierendem Bereich und dem ersten
Intron) fiir Dihydrofolatreduktase (DHFR) als

Selektionsmarker.
a) Herstellung der Vektor- und Promotoranteile durch
PCR

Das Plasmid Bluescript SX+ wurde mit HindIII
linearisiert und 5 ng DNA in einem 100 ui PCR Ansatz
eingesetzt (Reaktionspuffer: 50 mM RCl, 10 mM Tris-Cl
pH=8,3, 1,5 mM MgClz, 0,01% (w/v) Gelatine, 0,2 mM
der vier Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, 4GTP, dCTP,
aTTP), 2,5 Einheiten Tag Polymerase pro 100 ul). Als
Primer wurden je 50 pmol der synthetischen
Oligonukleotide EBI-1786 (5'-GGAATTCAGCCTGAA-
TGGCGAATGGG-3'; bindet knapp auBSerhalb von M1l3
ori-Region in Bluescript Pos. 475, unabhingig von M13
ori-Orientierung) und EBI-1729 (5'-CCTCGAGCGTTGC-
TGGCGTITTITTCC-3'; bindet an Bluescript an Pos. 1195 vor -
ori, entspricht dem Anfang der Bluescript-Sequenz in
pCDM8, 6 Basen 5'ergeben Xhol) eingesstzt. Nach
5 Minuten Denaturieren bei 94°C erfolgte die PCR iiber

" 20 Zyklen (40 sec bei 94°C, 45 sec bei 55°C, 5 Min bei
72°C, Perkin Elmer Cetus Thermal Cycler). Die '
Oligonukleotide flankieren die intergenische Region von
M13 bzw. den Replikationsurspruhg (ori) mit dem
dazwischenliegenden Gen fiir die B-Lactamase.
Gleichzgitig wird am Ende des Replikationsursprungs
eine XhoI- und am anderen Ende eine EcoRI-Schnittstelle
erzaugt. Das Reaktionsgemisch wurde durch Exztraktion
mit Phenol-Chloroform von Protein befreit und die DNA
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mit Ethanol_prsiipitiert. Die erhaltene DNA wurde mit
XhoI und EQORI geschnitten und nach Elektrophorese in
einem Agarosegel ein Fragment mit 2,3 kb isoliert.

5 ng mit SacII linearisiertes Plasmid pCDM8 wurden mit
den Oligonukleotiden EBI-1733 (5'-GGTCGACATTGA-
TTATTGACTAG-3'7 bindet an CMV-Promotorregion (Pos.
1542) von pCDMB, entspricht Pos.l in pAD-CMV,
SalI-Stelle. fiir Klonierung) und
EBI-1734(5t—GGAATTQCCTAGGAATACAGCGG-3'; bindet an
Polyoma ori?iq voﬁ 3'SV40 polyA-Region in pCDM3 (Pos.
3590)) unter jdentischen Bedingurigen wie E£iir Bluescript
SK+ beschrieben, durch PCR amplifiziert. Die
Oligonuklgétide binden am Beginn der
CMV-Promotor/Enhancer-Sequenz und erzeugen eine Sall
Schnittstelle (EBI-1733) bzw. binden am Ende der SV40
poly—Adanylierungstelle und erzeugen eine ECORI
Schnittstelle (EBI-1734). Das PCR-Produkt wurde mit
SalI und EcoRI geschnitten und ein DNA Fragment von 1,8
kb aus einem Agarosegel isoliert.

Die beiden PCR Produkte wurden mit T4 DNA-Ligase
ligiert, mit dem erhaltenen Ligationsprodukt E.coli
HB10Ol transfbrmiert und nach Standardmethoden
Plasmid-DNA amplifiziert und prdpariert. Das Plasmid
der géwﬁﬁsghten Beschaffenheit (sishe Fig.8) wurde
pCMV-M13 benannﬁ. ’

Der SV40 Replikationsursprung (SV40 ori) wurde aus dem
Plasmid pSV2gptDHFR20 (EP-Al 0321842) isoliert., Dazu
wurde dieses Plasmid mit HindIII und Pvull doppelt
geschnitten und die DNA-Enden durch nachfolgends
Behandlung mit dem groBen Fragment der E.coli DNA
Polymérase-(Klenow Enzym) in Gegenwart der vier
Desoxynukleotidtriphosphate stumpf gemacht. Ein dabel
erhalfenes;o,36 kb DNA Fragment wurde aus einem

.. ERSATZBLATT

"



WO 92/01055 PCT/EP91/01266

29

Agarosegel isoliert und in mit EcoRI linearisiertem
pCMV-M13 ligiert. Ein nach Transformation von E.coli
HB10l erhaltenes Plasmid mit dem SV40 ori in gleicher
Orientierung wie das B-Lactamase Gen und den
CMV-Promotor wurde pCMV-SV40 benannt. Die Konstruktion
dieses Plasmids ist in Fig.8 dargestellt.

b) Mutagenese des DHFR-Gens

Zur Herstellung eines Expressionsplasmids mit einer
vielseitigen Multiklonierstelle wurden aus dem DHFR
Minigén durch gerichtete Mutagenese zwei und durch
Deletion drei Restriktionsenzymschaittstellen entfernt.
Dazu wurde aus dem Plasmid pSV2gptDHFR20 ein 1,7 kb
BgllI Fragment, das die gesamte kodierende Region des
Hamster DHFR-Gens enthilt, in die BglII Stelle des
Plasmids pUC219 (IBI) kloniert und das Plasmid pUCDHFR
erhalten. Mit DpUCDHFR transformierte E.coli JM109
(Stratagene) Zellen wurden mit etwa 40-fachem tiberschus
des Helferphagen R408 (Stratagene) infiziert und 16
Stunden bei 37°C in LB-Medium geschiittelt. Aus dem
Bakterieniiberstand wurda einzelstringige Plasmid-DNA
isoliert.

Die gerichtete Mutagenasa erfolgte in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten, wobei das in vitro
Mutagenese System RPN1523 (Amersham) verwendet wurde.
Die am Beginn von Exon 2 befindliche EcoRI Stelle wurde
durch Austausch einer Base von GAATTC zu GAGTTC
zerstdrt. Dieser Basenaustausch fiihrt zu keiner
Anderung der kodierten Aminosiuresequenz und entspricht
auBerdam der Nuklsotidsequenz im natiirlichen murinen
DHFR-Gen (McGrogan et al., J. Biol. Chem. 260 (19853)
2307-2314; Mitchell et al., Mol. Cell. Biol. 6 (1985)
425-440). Fiir die Mutagenese wurde ein Oligonukleotaid
(Antisense-Orientierung) der Sequenz 5'-GTACTTGA-
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ACTCGITCCTG—3' (EBI-1751) verwendet. Ein Plasmid mit
der gewunschten Mutation wurde, wie oben beschrieben,
als Elnzelstrang-DNA pripariert und die im ersten
Intron befindliche PstI Stelle durch Mutagenese mit dem
OIigonukleétid EBI-1857 (Antisense Orientierung, 5'-
GGCAAGGGCAGCAGCCGG-3') von CTGCAG in CTGCTG entfernt.
Die Mutationen wurden durch Sequenzierung bestdtigt und
das erhaltende Plasmid pUCDHFR-Mut2 benannt. Aus dem
Plasmid pUCDHFR-Mut2 wurde das 1,7 kb BglII Fragment
isoliert und in mit BglIT und BamHI doppelt
geschnitteﬁgs Plasmid pSV2gptDHFR20 ligiert. Nach
Transformation von E.coli, amplifikation und
DNA-Isolierung wurde ein Plasmid der gewiinschten
Bescﬁaffénhéit erhalten, das als pSV2gptDHFR-Mut2
bezeichnet. wurde. Purch Schneiden mit BamHI wurde in
der 3'-n1cnt-kod1erenden Region des DHFR Gens ein auf
die BglII,Stelle folgendes 0,12 kb DNA-Fragment
entfqrpt} das auBerdem noch eine KpnlI Schnittstelle
enthilt. Duyrch Verkniipfen der mit BglII und BamiI
‘entstandenég iiberhingenden DNA-Eanden wurden auch die
Erksnnungsseguenzen fiir diese beiden Enzyme zerstdrt.

Das Plasmid@ pCMV-SV40 wurde mit EcoRI und BamHI doppelt
geschnltten, d1° DNA-Enden nachfolgend mit Xlenow-Enzym
stumpf gemacht Die DNA wurde durch Extraktion mit
Phenol-Chlgroform und' Ethanolfdllung gereiaigt,
anschilieBend durch Inkubation mit alkalischer
Phosphatase dephosphoryliert und die 4,4 kb lange
Vektor DNA aus einem Agarosegel isoliert.

Das Plasmi& pSV2gptDHFR-Mut2 (Fig.9) wurde mit EcoRI
und PstI dpppelt goschnltten und die DNA-Enden durch 20
Minuten Inkubatlon bei 11°C mit 5 Einheiten T4
DNA-Polymerase (50 mM Tris-HCl1 pH=8,0, 5 mM MgClz,

5 mM Dithiothreit, 0,1 mM jedes der vier
Desoxynukleotldtrlphosphate, 50 ug/ml
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Rinderserumalbumin) stumpf gemacht. Das 2,4 kb lange
DNA-Fragment mit dam mutierten DHFR-Gen wurde aus einem
Agarosegel isoliert und mit dem wie oben beschrieben
prdparierten pCMV-SV40 ligiert. Ein nach Transformation
von E.coli erhaltenes Plasmid, das das DHFR-Gen in
derselben Orientierung wie den CMV-Promotor enthielt,
wurde pCMV-SV40DHFR benannt. Im letzten Schritt wurde
das 0,4 kb "Stuffer"-Fragment nach dem CMV-Promotor,das
noch aus dem Ausgangsplasmid pCDM8 stammte, gegen eine
Multiklonierstelle ausgetauscht. Dazu wurde das Plasmid
pCMV-SV40DHFR mit HindIII und Xbal doppelt geschnitten
und der Vektoranteil aus einem Agarosegel isoliert. Die
Multiklonierstelle, gebildet aus den beiden
Oligonukleotiden EBI-1823 (5'-AGCTTCTGCAGGTCGA-
CATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCT-3") und EBI-1829
(5'-CTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATG- . -=
TCGACCTGCAGA-~3'), enthdlt inklusive der f£iir die
Klonierung in HindIII - Xbal kompatiblen Enden
Restriktionsschnittstellen fiir die Enzyme PstI, Sall,

' Clal, BamHI, XpnI, XhoI, NotI und EcoRI.

Jde 1 pg der beiden Oligonukleotide wurdan in 20 ul
Reaktionspuffer (70 mM Tris-Cl pH=7,6, 10 mM MgClz,

5 mM Dithiothreit, 0,1 mM ATP) mit 5 Einheiten T4
Polynukleotidkinase eine Stunde bei 37°C inkubiart, um
die 5'-Enden zu phosphorylieren. Die Reaktion wurde
durch 10 miniitiges Erhitzen auf 70°C gestoppt und die
komplementiren Oligonukleotide miteinander
hybridisiert, indem die Probe weitere 10 Minuten bei
56°C inkubiert und anschlieBend langsam auf
Raumtemperatur abgekiinlt wurde. 4 pl der

hybridisierten Oligonukleotide (100 ng) wurden mit etwa
100 ng Plasmidvektor ligiert und E.coli HB1l01l
transformiert. Ein Plasmid, das sich mit den Enzymen
der Multikionierstelle (ausgenommen Notl) linearisiersn
lieBR, wurde pAD-CMV1 benannt. Von vielen getestasten
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. Klonen konate keiner identifiziert werden, dessen
Plasmid sic¢h mit NotI schneiden lieB. Die Sequenzierung
zeigte 1mme;.d1e_Deletlon von einigen Basen innerhalb
der NotI Efkennungssequenz. In gleicher Weise wurde mit
dem Oligonukleotidpaar EBI-1820 (5'-AGCTCTAGAGAATT-
CGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGAAGCTTG-3")
und EBI-1821 (5 ' -CTAGCAAGCTTCTGCAGGTCGACATCGATGGATCC
GGTACCTCGASCGGCCGCGAATTCTCTAG—3') das
Ezpreséionsplasmid pAD-CMV2 hergestellt, das die
Resttlktzonsschnzttstellen innerhalb der
Multlklonle:stelle in umgekehrter R=1henfolge enthilt.
Dabei wurdq das Plasmid pAD-CMV2 erhalten, das sich mit
simtlichen-Restriktionsenzymen, einschlie8lich NotI,
linearisiezen lieB. '

Die Nukleotidsequenz des 6414 bp groBen Plasmids
pAD-CMV1 (Fig.l0) ist in Fig.ll vollstindig dargestellt.

Die Abschnitte auf dem Plasmid (angegeben in der
Numerierung der Basen) entsprachen folgendan Sequenzen:

1-21 ~ EBI-1733, Beginn CMV Enhancer - Promotor
' (aus CDM8)

632-548 - T7 Promotor

658-713 Mu1t1klon1erstelle (HindIII bis Xbal aus
_EBI -1823, EBI-1829)

714-1412 SV40 Intron und poly-Adenyl1erungsste11e
- {(aus CDM8)

1413-2310 5'nicht kodierende Region und Promotor des

Hamster DHFR Gens (aus pSV2gptDHFR20)
2311-2396 Hamster DHFR: Ezon 1
2516 © A zu T Mutation zerstdrt Pstl Stelle in
DHFR Intron 1
2701-3178  DHFR Exons 2-6 (kodierende Region)
2707 A zu.G Mutation zerstdrt EcoRI Stelle .
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3272-3273 Deletion zwischen BglII und BamHI in DHFR
3'nicht kodierender Region

3831 Ende DHFR Gen (aus pSV2gptDHFR20)

3832-4169 8V40 ori (aus pSV2gptDHFR20)

4170-46438 M13 ori (aus pBluescript SK+)

4780-5640 B-Lactamase (kodierende Region)

' 6395-6414 EBI-1729, Ende der pBluescript
Vektorsequenz ‘

Die Herstellung der Plasmide pAD-CMV1 und pAD-CMV2 ist

in Fig.l0 dargestellt.

Beispiel §

Entwicklung von rekombinanten “"Chinese hamster ovary
(CHO)"-Zellinien, die glycosyliertes
Human-Interferon-e2 produzieren

Die parentalen Zellinien, CHO-DX31ll und CHO-DG44 (Procc.
Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216-4220, 1980; Som. Cell.
Molec. Genet. 12, 555-566, 1986) wurden in Roswell

Park Memorial Institute (RPMI) Medium 1540
supplementizsrt mit 10% £&talem Rinderssrum, Hypoxanthin
(100 wM), Thymidin (16 uM), Natrium-Penicillin G

(100 Einheiten/ml), und Streptomycin (50 Einheiten/ml)
geziichtet. Zwei Tage vor der Transfektion wurden die
Zellen in 25 cm2 - Flaschen angesetzt; zum Zeitpunkt
der Transfektion waren die Zellen nahezu konfluent.

Das Transfektionsexveriment wurde wie folgt
durchgefiinrt. 20 uyl einer L8sung von Plasmid
PAD19B-IFN (lpg/ml) wurden mit 125 pl 2 M cacl,
und 855 ul sterilem dezionisiertem Wasser verdiinnt.
Dies2 LOsung wurde tropfenweise zu 1l ml 2 x HSB
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zugesetzt fi x' HSB enthdlt pro Liter LOsung: 8,18 g
NaCl, 5,94 g HEPES, 0,2 g NaZHPO4; pH 7,1). Das
Kulturmedium der CHO-Zellen wurde entfernt, und 0,25 ml
der Suspen;}on wurden zu jeder Flasche zugesetzt; die
Kulturen wurden 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Suspension wurde dann entfernt, die Zellen wurden mit
Hilfe von'T;ypsin/EDTA—Lésung von der Oberfliche geldst
und in Seléktionsmedium suspendiert (das
Selektionsmedium bestand aus Minimum Essential Medium,
alpha-Mo#ifikation ohne Ribonucleotide and
Deoxyribonucleotide, erginzt mit 10% dialysiertem
f&talem Rinderserum, Natrium-Penicillin G 100
Einheiten/ml, Streptomycin 50 Einheiten/ml, and
Amphotericin B- 2,5 pg/ml; 40 ml pro Flasche). Die
Zellsuspension wurde dann in die Vertigfungen von zweil
Zellkultur-Mikrotiterplatten transferiert (96 -—
Vertiefungeﬁ pro Platte, 0,2 ml pro Vertiefung) und
zwel Wochen,bei 37°C inkubiert. Das angegebene
Selektionsmedium wurde, allerdings ohne Amphotericin B;
auch fiir alls weitaren Experimente vsrwendet.
Die Zellkuituren wurden visuell auf Zsllwachstum
ﬁberprﬁft._kulturmedium aus Vertiefungen, die
Zellwachstum zeigten, wurden auf IFN-x2-Gehalt mit
Hilfe eines Enzym-Immunoassays getesfet, der zwei
monoklonale. Antikdrper gegen IFN-x2 verwendet
(Biochem. J. 276, 511-518, 1991). Dieser Test wurde mit
neuen Kultufﬁbérstﬁnden eine Woche spdter wiederholt.
Zellen aus positiven Rulturen wurden mit Hilfe von
Trypsin/EDTA—LGéung von der Oberfliche geldst und
jeweils in Xulturplatten mit 24 Vertiefungen
transferiert. Kulturen, die gutes Zellwachstum zeigten,
wurden dann wiederholt auf IFN-Produktion getestet. Die
IFN-c2 - Konzentrationen in den {Uiberstinden lagen
typischerweise im Bereich zwischen 2.000 und >10.000
Einheiten/ml (1 ng IFN-«2 - Protein entspricht 230
_ Einheiten). .
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Transfizierte Klone von beiden Parental-Zellinien,
CHO-DXB1l und CHO-DG44, die in mehreren Tests hohe
IFN-Konzentrationen gezeigt hatten, wurden fiir die
Amplifikation ausgewdhlt; zusdtzlich wurden jeweils 3 -
5 weitere Klone vereinigt. Diese Rulturen wurden aun in
25 cm2 - Flaschen in Selektionsmedium (ohne
Amphotericin B) gehalten, dem Methotrexat in
Konzentrationen von 20 nM oder 50 nM zugesetzt wurde.
Die Rulturen wurden wichentlich einmal mit f£rischem
Medium versehen. tiberlebende Klone wurden nach etwa 2 -
3 Wochen beobachtet. Sobald die Zellen etwa 50% der
Rulturfliche bewachsen hatten, wurden die {iberstinde
wieder auf ihren IFN-z2 Gehalt gétestet. Die Zellen
wurden dann abgeldst, verdiinnt und in neue Flaschesn
transferiert. Die Methotrexat-Konzentration wurde nun
um den Faktor von etwa 2 - 5 erhdht, z.B. von 20 nM auf

50 und 100 nM, oder von 50 nM auf 100 und 200 aM. Nach
mehreren derartigen Selektionszyklen in Gegenwart
steigender Mengen an Methotrexat, und Selekticen
resistenter Kulturen nach ihrer IFN-Pfoduktion, Ronnten
schlieB8lich Zellinien erhalten werden, die resistant
gégen Methotrexat-Xonzentrationen bis zu 5.000 nM waren
und relativ grbBe Mengen an IFN-a2 sezernierten. Die
folgende Tabelle I illustriert den Anstieg der '
Produktivitit am Beispiel der Zellinie
CHO-DXB1l1l-IFN-a2c-3/2D4.

Die nachfolgende Tabelle II zeigt die Ergebnisss mit
der Zellinie CHO—DG44—IFN—a2c-pool"Sf:
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Aus Kulturitberstinden rekombinanter CHO-Zellen konnte
IFN-¢2 mit Hilfe von Affinit3tschromatographie an
monoklonalen Antikdrpern (z. B. den Antikdrpern EBI-1
oder EBI-10) nach bereits bekannten Methoden gereinigt
werden (z.B. Nature 285, 446-450, 1380; J. Biol.

Chem. 265, 9290-9295, 1990; Biochem. J. 276,

511-518, 1991). Zur Reinigung der erfindungsgemdBen
Proteine eignet sich in besonderer Weise das in der EPA
0 203 382:beschriebéne Verfahren.
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Beispiel 6
Charakterisierung von rekombinantem, glycésyliertem

humanem IFN-«2c aus "Chinese hamster ovary
(CHO)"-Zellen.

a) Reverse Phase HPLC (RP-HPLC)

Affinitdtsgereinigtes rekombinantes glycosyliertes
IFN~-a2c aus CHO-Zellen wurde mittels RP-HPLC mit
rekombinantem IFN-z2c aus E.coli, das nicht
glycosyliert ist, verglichen. Die genaue
Analysenmethode ist in Adolf et al., J. Biol. Chen.
265, 9290-9295 (1930) beschrieben. Glycosyliertes
CHO-IFN-a2c (oberer Teil von Fig.21) besteht aus zwei
Hauptpeaks (Peaks 1 und 2) und zwei kleineren IFN-Peaks
(Peaks 3 und 4). Unglycosyliertes E.coli-IFN-z2c )
dagegen (unterar Teil von Fig.21) zeigt einen Hauptpeak
(korrekte Disulfidbriicken) und einen kleinerasn
Nebenpeak, der von einer Form mit "scrambied™:
Disulfidbriicken stammt. Aus dem Vergleich der
Retentionszeiten sizh: man, daB die zwei Hauptpeaks des
CHO-IFN-a2c etwas friher eluieren als der Hauptpeak

des E.coli-IFN-w2c., Der Grund fiir diese verringerte
Hydrophobizitdt ist die Anwesenheit von
Oligosacchariden im CHO-IFN-a2c. Die zwei kleineren
IFN-Peaks im CHO-IFN-«2c haben etwa die gleiche
Retentionszeit wie der Hauptpeak des E.coli-IFN-«2¢

und stammen damit h@chstwahrscheinlich von einem
kleineren unglycosylierten Anteil des CHO-IFN-c2c.

N-terminale Sequenzierun

Die zwei Hauptpeaks des CHO-IFN-a2¢ wurden von der
RP-HPLC isoliert und gemeinsam sequenziert. Die
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Sequenzierbedingungen sind in Adolf et al., J. Biol.
Chem. 265, 9290-9295 (1990) beschrieben. Die ersten 15
Aminosiuren konnten in {ibereinstimmung mit der
cDNA-Sequénz identifiziert werden. Es gab keine
Hinweise auf eine Heterogenitdt am N-Terminus.

c - minale A e

Der Hauptpeak des E.coli-IFN-a2c und die zwei
Hauptpeaks des CHO-IFN-a2c wurden von der RP-HPLC
isoliert und mit Trypsin gespaltean. Die trjptischen
Peptide warden wieder mittels RP-HPLC getrennt. Die
experimenéellen Bedingungen sind in Adolf et al.,
Biochem. J. 276, -511-518 (1991) beschrieben. Fig.22
zeigt einen Verglezch der erhaltenen Peptide Maps.
Zwischen aen Peptzde Maps von Peak 1 und Peak 2 des
CHO-I FN-azc (oberer und mittlerer Teil) gab es nur
einen e1n21gen Untersyn1ed Das tryptische Peptid 18
aus Peak l ist 1m Peak 2 {(dort als Peptid 15) nahezu
nicht vorhanden. Stattdessen wurde ein neues Peptid
(Nummez 19) im Map von Peak 2 gefunden, das sowohl im
Peak 1 alg.auch im E.coli-IFN-z2c (unterer Teil von
Fig.ZZ)yﬁéerhaupt‘nicht vorkommt.

Die Peptide-lz (aus E.coli-IFN-a2c), 18 (aus Peak 1
des CHO-IEN-z2c), 15 und 19 (aus Peak 2 des
CHO-IFN-mgc) wurden mit Plasmadesorptions-
Massenspektrometrxe (PD-MS) analysxert Die
experlmentellen Details dafiir sind in Adolf et al.,
Biochem. J. 276, 511-518 (1991) beschrieben. Fiir die
ersten drel der genannten Proben wurde ein
Molekulargewxcht gefunden, das den Aminosduren 150 bis
162 der- IFN—ch-Sequenz entspricht. Peptid 19 aus Peak
2 des CHO-IFN-«ZC ergab dagegen ein geringeres
olgkulargew1cht, entsprechend den Aminosduren 150 bis

-
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161. Ein Teil des Peptids 19 wurde auch sequenziert,
wobei sich eindeutig zeigte, daB dieses Peptid mit der
Aminosdure 150 beginnt und mit LEU-161 endet. Aus
diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, daB der
Peak 1 des CHO-IFN-a2c ein vollstindiges IFN-Molekiil
enthilt, wihrend beim Peak 2 die 4 C-terminalen
Aminosduren (162-165) fehlen. Die Aminosiuren 163-165
kdnnen in einem Peptide Map nach Trypsinspaltung nicht
positiv identifi;iert werden, da das daraus
resultierende Dipeptid (163/164) und die freie
Aminosdure (165) im Totvolumen der RP-Siule eluieren.
Der kleine Anteil von Peptid 15 (unverkiirztes.
tryptisches Peptid mit den Aminosiuren 150-162), der
auch im Peak 2 des CHO-IFN-a2c gefunden wurde, ist
wohl auf einen kontaminierenden Anteil von Peak 1
zuriickzufiithren, da die Peaks 1 und 2 mittels RP-HPLC
nicht vollstindig getrennt werden k&nnen.

In weiteren Experimenten wurde festgestellt, das die
C-terminale Verkiirzung des O-glycosylierten IFN-¢2 aus
CHO-Zellen verhindert werdan kann, wenn fiir das Abl&sen
der Zellen von der Oberfliche der Kulturgefige an
Stelle der iiblichen Trypsin/EDTA-Ldsung eine
trypsinfreie Ldsung verwendet wird (z.B. EDTA
Dinatriumsalz, 200 mg/L mit D{+)Glucose Monohydrat,

200 mg/L in phosphatgepufferter Natriumchloridl&sung pH
7.4). IFN-a2, das aus derart kultivierten Zellkulturen
nach den oben bésch:iebenen Verfahren gereinigt wurde,
zeigte in der Reverse Phase - HPLC (analog zu Abbildung
21a) nur den Peak 1, der dem vollstindigen Protein
entspricht, aber nicht den Peak 2, der dem verkiirzten
Protein entspricht. Weiterhin konnte mit Hilfs der
tryptischen Peptide Maps (analog zu Abbildung 22)
gezeigt werden, da8 das Peptid-Muster dieses ohne
Verwendung von Trypsin hergestsllten Proteins idencisch
mit dem Muster der aus dem Peak 1 generierten Peptide
(Abbildung 22a) ist.
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SDS-Gelels! e

Die Peaks' 1 and 2 des CHO-IFN-a2c wurden von der
RP-HPLC igoliert. Sie wurden einzeln und im Vergleich
zZu E,cqliéiEN-aZc sowohl unter reduzierenden (nach
Kochen mif Dithiothreitol) als auch unter
nichtreduzierenden Bedingungen mittels
SDS-Gelelgktrophorese analysiert. Die experimentellen
Details simd in Adolf et al., J. Biol. Chem., 265,
9290~ 9295711990) beschrieben. Die Ergebnisse sind in
Fig.23 gezelgt (Spuren 2-4 unter nichtreduzierenden
Bedlngunggn. Spuren 5-7 unter reduzierenden
Bedinguﬁgén, oberer Teil mit 4 pg IFN in jeder Spur,
unterer T&il mit jé 1 pg IFN). Speziell aus den Spuren
5-7 des- ugteren Teils ist ersichtlich, daB sowohl Peak
1 als aych- Peak '2 des CHO-IFN-a2c ein hdheres -
Molekular gew1cht haben als das unglycosylierte
H.coll-IFN—¢2c. Wegen der nicht vollstdndigen Trennung
der Peaks- 1 und 2 bei der RP-HPLC ist eine gegenseitige
Kontamination der Peaks 1 und 2 vorhanden. Aus
demselhen Grund ist.auch der Peak 2 mit einer geringen
Menge von~gnqucosyllertem

CHO-IFN-a2c, das aus Peak 3 (siehe Fig.2l) stammt,
kontamlniert, ‘Unter Beriicksichtigung dieser
Kontamxnatlonen scheinen die Hauptbanden der Peaks 1
und 2 des: CHO-IFN-«ZC homogen zu sein. Da sich die
Peaks 1 uad ‘2 bezugllch des C-Terminus unterscheiden
{siehe oben), _kann aus den Ergebnissen der
SDS-Gelelggtrpphorese geschlossen werden, dad die
oligpsacgéarid-Anteile der Peaks 1 und 2 des
CHO-IFN-a2C identisch sind (siehe auch spiter in
Rapitel f£).
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k 13 ng v O-TFN-

Die Peaks 1 and 2 des CHO-IFN-z2c wurden von der
RP-HPLC isoliert und in einem SpeedVac Konzentrator
getrocknet. Diese Proben sowie E.coli-IFN-a2¢ wurden
in 10 pl 0,1 M NaOH 20 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Die durch diese B8-Elimination
deglycosylierten Proben wurden im Vergleich zu
unbehandelten Proben mittels SDS-Gelelektrophorese
analysiert. Die Ergebnisse in Fig.24 zeigen, daB das
Molekulargewicht der Peaks 1 und 2 des CHO-IFN-x2c
nach Behandlung mit NaOH deutlich reduziert und
identisch mit dem des NaOH-behandelten E.coli-IFN-«2c
ist. Das diffuse Aussehen der Banden allér mit NaOH
behandelten Proben ist auf Verdnderungen in der
Peptidkette unter den angewandten Reaktionsbedingungen
zuriickzufiihren.

entifiziem apti mi a Pantida

Mapping

Der Vergleich der Peptide Maps nach Trypsinspaltung von
E.coli-IFN-e2c (Fig.22, unterer Teil) und von Peak 1
(vollstindiger C-Terminus) des CHO-IFN-x2c (Fig.22,
oberer Teil) zeigt, daB jeweils zwei Peptide
unterschiedliche Retentionszeiten aufweisen. Die
Peptide 18 und 21 von E.coli-IFN-a2c, die die
Aminosduren 84-112 bzw. 71-112 enthalten, kommen im
Peptide Map von Peak 1 des CHO-IFN-a2c nicht vor.
Stattdéssen gibt es dort zwei neue Peptide (Nummer 26
und 31), die das gleiche Verhdltnis der Absorptionen
bei 280 und 214 nm z2igen wie die Peptide 18 und 21 von
E.c0li-IFN-a2c. Man kann daraus folgern, das die
Peptide 26 und 31 die glycosylierten Versionen der
Aminosduresequenzen 84-112 bzw. 71-112 darstellen.
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Daher eluieren sie auch deutlich friiher von der

' Rp-Siule als die analogen Peptide von E.coli-IFN-a2c.
Fiir die baiden mdglichen Lingen der tryptischen Peptide
(Aminosduren 84-112 bzw. 71-112) gibt es jeweils einen
Hauptpeak: (Peptid 26 bzw. 31), woraus geschlossen
werden kann, das der Oligosaccharid-Anteil weitgehend
homogen ist.

Aus dem_Ve:gleich der Peptide Maps der Peaks 1 und 2
des CHO-IFN-a2c (oberer und mittlerer Teil von Fig.22)
ist ersichtlich,.das8 die jeweiligen Glycopeptide (26
und 31 aus Peak 1:.bzw. 24 und 30 aus Peak 2) identisch
sind. Daréus folgt ebenfalls, daB die vier fehlenden
‘Aminosduren am C-Terminus von Peak 2 den einzigen
Unterschied zwischen den Peaks 1 und 2 darstellen.

Alle die Aminoéﬁuresequenzen 84-112 bzw. 71-112
betreffenaen aauptpeptide der drei IFN-Proben wurden
von RP-HPLC isoliert und mit Staphvlococcus Aureus V8'
Protease an der C-terminalen Seite von Glutaminsdure
weitergespalten. Die exakten Bedingungen sind in Adolf
et al., Biochem. J. 275, 511-518 (1991) beschrieben.
Die resultierenden Peptide Maps wurden verglichen, alle
unterschiedlichen Peaks wurden isoliert und mittels
N-terminaler Sequenzierung und/oder Massenspektrometrie
weiter;analysiert.

Eines der:ig den Peaks 1 und 2 des CHO-IFN-a2c, aber
picht in E.coli-IFN-e2c vorkommenden Staph.A.-Peptide
enthielt die Aminosduren 97-112 der IFN-a2c-Sequenz.
iUbex die N—tefminale Sequenzierung konnte in diesem
Peptid Tﬁé-los nicht identifiziert werden. Daraus kann
geschlossen werden, daB8 THR-106 in diesem Peptid
glycosylié;t vorliegt. Bei der hier verwendeten
Edman—SeQﬁenzierung werden glycosylierte Aminosduren
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derivatisiert und abgespalten wie unglycosylierte
Aminosduren, sie kdnnen jedoch wegen ihrer erhdhten
Hydrophilizitdt mit Butylchlorid nicht aus dem
ReaktionsgefdB extrahiert werden. Daher kann man in
diesem Abbauschritt keinerlei Aminosiure
identifizieren, die Sequenz geht jedoch danach vollig
ungestdrt weiter. Ein weiterer Hinweis darauf, da8 das
Oligosaccharid an THR-106 gebunden ist, ergab sich aus
dem Resultat, daB8 die GLU-107/THR-108-Bindung durch die
Staoh.A, -Protease nur teilweise gespalten wurde.
Offensichtlich ist die Zuginglichkeit dieser
Peptidbindung durch die Anwesenheit des Oligosaccharids
eingeschridnkt. In dem analogen Peptid aus
E.coli-IFN-a2c wird diese Peptidbindung hahezu
vollstdndig gespalten.

Ein weiteres Staph.A.-Peptid, das nur in CHO-IFN-a«2cC
vorkommt, wurde mittels Plasmadesorptions-
Massenspektrometrie analysiert. Das erhaltene
Molakulargewicht entsprach den Aminosiuren 97-112
inklusive einem Oligosaccharid, bestehend aus je einem
Molekiil N-Acetylgalactosamin und Galactose sowie zwai
Molekiilen N-Acetylneuraminsiure.

Aus'diesem Resultaten ist ersichtlich, daB sowohl dis
Glycosylierungsstelle als auch der Oligosaccharidanteil
des CHO-IFN-«2c weitgehend identisch sind mit den in
natiirlichem IFN-a2 aus virusstimulierten Leukocyten
gefundenen Verhiltnissen.

Isolierung des O-glycosylierten Interferons aus
virusstimulierten Zellen:
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Methoden -,

Interferon Bioassay: Die antivirale Aktivitdt der IFN
Priparationen wurde in einem Assay, der den '
cytopathischen Effekt (CPE) von Enzephalomycarditis
virus (EMCV) miBt, in Mikrotiterplatten durchgefilhrt.
Als Testzéllen werden die A549 humanen
Lungencarcinomzellen verwendet. Details dieses Assays
sind bescﬁrieben worden (z.B. Adolf, G.R., J.Gen.Virol.
£8, 1669-1676 (1987)). Bei jedem Bioassay wurden alle
Titrationen zweimal durchgefiihrt. Eine Laborstandard-
Praparatidn an rekombinantem in E. coli produziertem
humanem I?N—&Zc wurde in jedem Assay mitgefiihrt: die
Aktivitit: dleser Priparation wurde kiirzlich durch
Vergleich ‘mit der internationalen Referenvpraparatlon
fiir humani;FN-az, Gxa 01-901-535 ermittelt. Alle
beobachteten. IFN-Aktivitdten wurden korrigiert im
Hinblick auf die definiert Wirksamkeit dieser
Referenzpriparation.

Intarforon ETLISA: Ein ELISA wurde etabliert, der zweil
neutralisiérande murine IgG MAbs fiir IFN-¢ und eine
IFN-a2C Laborreferenzpraparatlon (s. oben) als

Standazd vetwendet Die Herstellung der Antikdrper und
ihre E:genschaften sznd beschrisben (Adolf et al. dJ.
Cell Physiol. suppl. 2, 61-68 (1982); Adolf G.R. J.
Gen. Vlrol ﬁﬁ, 1669-1676 (1987)). Der Antikdrper EBI-1l
wurde zur Beschxchtung der Assay Platten verwendet; der
Antikdrper EBI-10, kovalent gekoppelt an Meerrettich
Perogidasé/ wurde mit der zu untersuchenden Probe
zugegeben5_Q-Phenylendiamin und Natriumperborat wurden
als Substrate fiir das Enzym verwendet; die Reaktion
wurde dutéh Zugabe von Schwefelsdure unterbrochen und
die AbSorétion'des resultierenden Produktes gemessen
(492 nm, Heferenz 630 om).
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einiqun iirli huma g2

Eine Affinitdtssdule wurde durch Kopplung von 12 mg des
monoklonalen Antikérpers, beispielsweise des MAb EBI-10
(gereinigt aus dem Maus-Ascites durch Ammoniumsulfat
Prizipitation und Protein G Affinitdtschromatographie
nach Standardmethoden) an lg CNBr-aktivierter Sepharose
4B nach den Empfehlungen des Herstellers (Pharmacia)
hergestellt. Das endgiiltige Bettvolumen der Siule
betrug anndhernd 3 ml. Teilweise gereinigtes human
Leukozyteninterferon (Cantell et al. Methods Enzymol.
78, 29-38 (1981); Cantell et al. ibid. 493-505) bei dem
der IFN-w Anteil entfernt worden war (Adolf et al. J.
Biol. Chem. 265, 9290-9295 (1990)) und das etwa

2-3 x 108 IU/ml mit einer totalen Protein

Ronzentration von 2 mg/ml enthielt, wurde mit einer
DurchfluB8rate von 1 ml/Min auf die S3dule aufgetragen
(200 und 350 ml). Die Sdule wurde dann mit 0,1 M
Natriumphosphat Puffer pH 7,5 (Puffer A) gewaschen und‘
mit e2inem Lineargradienten aus Puffer A und Puffer B
(0,1 M Natriumcitrat pH 2,1) in einem FPLC-System
(Pharmacia) bei einer Durchflufirate von 1 ml/Min
eluiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden auf
IFN-Aktivitdt mit Hilfe des ELISA gepriift.
Entsprechends Fraktionen beider Ansitze wurden
gesammelt, mit 1 M NaOH neutralisiert und erneut auf
dieselbe Siule aufgetragen, die mit Puffer A
redquilibriert worden war. Dasselbe Elutionsprogramm
wurde verwendet. (DurchfluBrate 0,25 ml/Min)
Entsprechende Fraktionen wurden wieder gesammelt,
neutralisiert und in Aliquots eingefroren.

DS 1 ktr =T iken

Aminosduresequenzisrungen: SDS Polyacrylamid

Gelelektrophorese und Reverse Phase HPLC wurden
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verwendet um das gereinigte IFN-z2 zu
analysieren;éimtliche Methoden sind ausfiihrlich
beschrieben worden (Adolf et al., J. Biol. Chem. 265,
9290-9295:(1990)). Die Bestimmung der N-terminalen
Sequenz wurde in einem automatischen Sequenator
(Applied §iosystems, Modell 477A) durchgefiihrt;
Aminosidurederivate wurden on-line durch RP-HPLC
analysiert (Adolf et al., J. Biol. Chem. 265, 9290-9285
(1990)). '

"Mapping* a ischen P ide:
Affinitdtsgereinigtes IFN-a2 wurde weiterhin durch
Reverse_Pﬁase HPLC gereinigt, denaturiert und entsalzt
wie bei AdOlf et al., J. Biol. Chem. 265, 9290-9295
(1990) beschrieben. Die Peakfraktionen wurden gesammelt
und in einem SpeedVac Konzentrierer getrocknet. 29 ug
(Peak 1) und 66 ug (Peak 2) Protein wurden in 0,1 ml
1%iger Amdpniumbicarbonatlﬁsung aufgeldst; 0,5 bzw.

1 pg Trypsin (Boehringer Mannheim) in 3 bzw. 6 ul

0,01 %iger Trifluoressigsiure wurden zugegeben und die
Reaktion;misbhung wurde bei 37°C inkubiert. Nach 6 h
Inkubationszeit wurde dieselbe Menge Trypsin erneut
zugegeben und fiir weitere 18 h inkubiert. Die
Reaktionsmischung wurde vor -der Analyse durch Zugabe
von 10 pl. 0,5 M Dithiothreitol und 100 ul 6 M

Harnstoff 2 h bei Raunmtemperatur reduziert. Reverse
Phase HPLC wurde auf einer Delta Pak Cl18 Siule (Waters;
3,9 £ 150 mm; TeiléhengrBBe 5 um; Porendurchmesser
100°A) bei 30°C untér Verwendung folgender
LBsungSmigtel durchgefiihrt: Ldsungsmittel A: 0,1 %
Trifluoressigsiure in Wasser; L&sungsmittel B: 0,1

o

Trifluoressigs3ure in Acetonitril. Das folgende
Gradientegbrogramm wurde verwendet (DurchfluBrate
l'ml(Minjg 0-55 Min: 0-55 % B (linearer Gradient);
55-70 Min::50 % B. Detektiert wurden die Peptide durch
ihre Absorption bei 214 und 280 nm. Die resultierenden
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Muster wurden mit denen des rekombinanten aus E. coli
stammenden IFN-e2c verglichen. Die Peptide des
natiirlichen IFN-«¢2, die sich in ihrem
Elutionsverhalten anders verhielten als ihre
rekombinanten Gegenstiicke wurden gesammelt und
N-terminal sequenziert oder wurden nmit Staphylococcus
aureus V8 Protease weiter abgebaut (Endopeptidase
Glu-C, Boehringer Mannheim). 0,88 ug (Peak 1/I), 2,6

kg (Peak 2/Ia) und 1,5 pg (Peak 2/Ib) der Peptide
wurden jeweils in 0,1 ml 25 mM Phosphatpuffer pE 7,8
geldst. In Wasser geldste Protease wurde zZugegeben
(17,5 ng, 52,5 ng bzw. 29 ng) und die Reaktionsmischung
wurde bei 37°C inkubiert. Nach 6 h wurden dieselben
Mengen Protease erneut zugegeben und 18 h inkubiert.
Die Proben wurden daraufhin einer Reverse Phase HPLC
Analyse unterzogen (s. oben). Entsprechende Fraktionen --
wurden gesammelt und N-terminal sequenziert.

Deglykosylierung des I¥N-g2: Gereinigtes,

denaturiertes und entsalztes IFN-¢2 wurde mit Vibrio
cholerae Neuraminidases (Boehringer Mannheim) (50 mU/ml,
18 h bei 37°C in 20 ul 50 mM Natriumacetat pH 5,5,

4 M CaC12) und/oder Eado-a-N-acetyl-

galactosaminidase -ist gleich O-Glycanase- (Boenringer
Mannheim) (100 mM/ml, 18 h bei 37°C im salben Puffar)
behandelt. Chemische Eliminierung wurde durch
Inkubation in 0,1 M NaOH 20 h bei Raumtemperatur
erreicht.

asmade i =M pek ie:
Massenspektren der tryptischen Peptide wurden auf einem
"BIO-ION 20 time-of-flight" Massenspektromster (BIO-ION
Nordic AB, Uppsala, Schweden) gemessen; Die Proben
wurden in wdBriger Trifluoressigsiure (0,1 %) geldst
und auf Nitrozellulosas-beschichtete Targets aufgebusacht
(BIO-ION). Die spektralen Akkumulationszeiten bewegten
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sich zwisqhen 0,5 und 12 h, abhingig von der Ausbeute.
Die Spektren wurden gemessen bei einer"
Beschleunigungsspannung von 17 kV.

Beispiel 7:
Reiniqun natiirli human ITFN-«2

Humanes ﬁeukozyten—lnterferon, erhalten aus Sendail
Virus induzierten humanen perxpheren Leukozyten und
teilweise gerelnlgt nach dem Reinigungsverfahren von
Cantell ef. al. (Methods Enzymol 78, 29-38 und 78,
499-512 (1981)), wurde als Ausgangsmaterial fiir die
Isoliezung und;Reinigunq des IFN-«2 verwendet. Durch
selektive Affinitd#tschromatographie mit Anti IFN-w
monoklonalen Antikdrper, beispielsweise OMG-4, OMG-5
odar OMG-7 war der Anteil an IFN-w entfernt worden
(Adolf et al. Vlrology 175, 410-417 (199%0);

EPA 262 571). Dxe spezifische antivirale Aktivitdt
betrug 1-2x106 IU/mg; IFN-a¢, mit einer spezifischen
Aktivitit Gon 2x108 IU/mg war demnach nur mit etwa 1%
des gesam‘en Proteinanteils vertreten. 2Zur Reinigun
des IFN-a2 von kontaminierenden Fremdproteznen und
gleichzeitig von anderen IFN-« Spezies wurden hoch
selektive Anti IFN-«2 monoklonale Antikdrper
verwendet .- Diese. Antikdrper besitzen in
standardisierten Neutralisations-Bioassays hohe
Spezifitit fiir das IFN-z2 (Adolf G.R. J. Gen. Virol.
68, 1669-1676 (1987)). :

Eine Immunoaffinititssiule wurde hergestellt, indem ein
solcher monoklonaler Antik®rper, beispielsweise der
EBI-10 hergestellt z.B. gemdB J. Gen. Virol:. 68,
1669-1675 (1987) oder DE 33 06 060.6 an CNBr-aktivierte
Sepnarose 4B gekoppelt wurde. Der Antlkorper war aus

dem ﬁaus-Asc1tes durch Ammoniumsulfat Prizipitation und
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Protein G Affinitdtschromatographie nach
Standardverfahrensweisen gereinigt worden. Verwendet
wurden beispielsweise 12 mg des monoklonalen
Antikdrpers EBI-10, die an lg CNBr-aktivierter
Sepharose 4B gekoppelt wurden, wobei die vom Hersteller
empfohlenen Bedingungen eingehalten wurden (Pharmacia).
Das endgiiltige Bettvolumen der Sdule betrug etwa 3 ml.

Die Leukozyten-Interferon Priparation wurde auf die
Sdule aufgetragen; ungefdhr 20% der antiviralen
Aktivitit wurden gebunden. Die Siule wurde mit einem
linearen Puffergradienten aus 0,1 M Natriumphosphat, pH
7,5 und 0,1 M Natriumcitrat pH 2,1 eluiert. Zwei
Proteinpeaks konnten im Eluat festgesteilt werden (Fig.
12): Fraktion A und Fraktion B. Beide Fraktionen wurden
auf ihren Gehalt an IFN-« analysiert, wobei ein
"zwei-Seiten ELISA" verwendet wurde, bei dem sowohl
EBI-10 als auch EBI-1 verwendat wurde. Beide Antikdrper
zeigen_hohe Spezifitit fiir IFN-«2 (Adolf et al. J.

Cell Physicl.suppl. 2, 61-83 (1982)). Rakombinantes
IFN~xz2¢ wurde als Standard verwendst. Die Fraktion,

die bei niedrigem pH eluiert worden war (Fig. 12, Peak
"A"), ebenso wie die Probe ergaben Titrationskurven,
die parallel zu der Titrationskurve des rekombinanten
IFN~a2c verliefen. Der Durchlauf und Fraktionen des 1.
Peaks ("B") ergaben Kurven mit verschiedenen
Steigungen; sie konnten daher nicht durch den ELISA
quantifiziert werden (Fig. 13), sondern wurden im
biologischen Assay iiberpriift (Tabelle III). ‘

Der niedrige, zur Elution des Peak "A" erforderliche
pH, ebenso wie die Ergebnisse des ELISA deuteten darauf
hin, daB IFN-z2 ein Hauptbestandteil des Peak “A" war.
Un sicherzustellen, daB simtliches immunreaktives

IFN-« durch den Antikdrper gebunden worden war, wurde
der Durchlauf erneut iiber die S3ule gegeben und wie
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oben beschrieben ein zweites Mal eluiert. Das eluierte
Material ergab weniger als 10% der IFN-Aktivitidt, die
beim ersten Durchlauf gebunden worden war.

Sowohl die Fraktionen "A" als auch *B" wurden getrennt
gesammelt, neutralisiert und erneut einer
chromatographischen Reinigung auf derselben
Affinititssiule unterzogen. In beiden Fdllen wurde mehr
als 95% der IFN-Aktivitit gebunden; Elution erfolgte an
derselben Gradientenposition wie im ersten 2yklus.
Ausgangsprodukt, Durchlauf und die gesammelten
Fraktionen beider Chromatographien wurden durch
Coomassie Blau Firbungsassays auf ihren Proteingehalt
und durch einen antiviralen Bioassay auf ihren
IFN-Aktivititsgehalt hin untersucht. Die Ergebnisse
sind in Tabelle III zusammengefaBt:
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Beispiel 8:

Das Affinitﬁts-gereinigte IFN-¢ wurde zundchst durch
Reverse DPhase HPLC analysiert und gereinigt. Peak "A"
zeigte zwel unvollstindig aufgeldste Peaks "1" und "2¢
mit einem Massenverhiltnis von etwa 1:2 (Fig. 14
unten); Peak "1" reprdsentierte eine mehr hydrophile
Proteinfraktion. Beide Peakfraktionen wurden gesammelt,
rechromatoqrabﬁiert und einer N-terminalen
Aminosﬁuréénalyse unterzogen. Die nachfolgende Sequenz
wurde aus beiden Fraktionen erhaltea (die Cys-Raste in
Klammern wurden nicht jdentifiziert, sondern auf der
Basis der konservierten IFN-Sequenzen abgeleitet):

1 1c¥s$ ] -ASP-LEU-PRO~>GLN-THR-HIS-SER-LEU-  GLY-SER~

20

ARG-ARG-THR- 1> LEU-MET-LEU-LEU-ALA— GLN-MET-ARG-

23, RG-1LE-25SER-LEU-PHE-SER- [C¥S] - OLEU-

Durch Vergleich mit publizierten Sequenzen wurden beide
als IFN-&Z-identifiziert.

In beiden Peakfraktionen "1 und "2" wurde die
Aminosdure an Position 23 eindeutig als Arginin
identifiziért; die als LeIFA bezeichnete Variante, die
an Positich 23 Lysin aufweist (Goeddel et al., Nature,
290, 20-26 (1981)), war demnach in der verwendeten
Leukozytenpraparatlon in nachwelsbaren Mengen nicht
vorhanden. Die Aminosdure an Pos;tzon 34 wurde als
Histidin jdentifiziert; das isolierte IFN-a2 war
demnach'die Variante IFN-a2b.
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Die spezifische antivirale Aktivitdt des natiirlichen
IFN-a2 bézogen auf die internationale
Referenzpridparation fiir IFN-a2, Gxa0l-901-535,
basierend auf einer Bestimmung des Proteingehaltes der
Probe durch dessen Absorption bei 214 nm (Adolf et al.,
Virology 175, 410-417 (1990), wurde zu 1,5x10° IU/mg
bestimmt (Mittelwert aus fiinf unabhidngigen Bioassays).

ﬁei einem Vergleich der Retentionszeiten des
natiirlichen IFN-«2 auf der Reverse Phas2 HPLC mit der
des rekombinanten E. coli IFN-a2c wurde

offensichtlich, da8 das rekombinante Protein
signifikant spdter eluiert wurde (Fig. 14). Die erhdhte
Hydrophilizitdt des natiirlichen Proteins ebenso wie
dessen Heterogenitdt muB daher mit posttranslationalen
Modifikationen zusammenhdngen.

Reverse Phase HPLC des Elutionspeaks "B" ergab ein
kompliziertes Muster von fiinf unvollstindig aufgel@sten
Peaks. Segquenzanalysen ergaben, daB8 sdmtliche Peaks
IFN-a Spezies darstellten, keiner jedoch IFN-a2
reprisentierte.

Das durch HPLCgereinigte IFN-e2 wurde weiterhin durch
SDS-PAGE nach Reduktion mit Dithiothreitol analysiert
(Fig. 20). Unter den gewdhlten Bedingungen zeigte das
rekombinante IFN-z2c von E. coli ein scheinbares
Molekulargewicht von 17.500 D (Molekulargewicht
ausgehend von der Aminosiduresequenz: 19.287

D) .HPLC-Peakfraktion "1" gab ein einziges relativ
breites Band (scheinbares Molekulargewicht 20.000 D)
wihrend Peakfraktion "2" in zwei Hauptkomponanten
(20.000 bzw. 19.000 D) und in eine Nebenkomponente
(21.000 D) aufgespalten wurde. Diese
Molekulargewichtsunterschiede im Vergleich zum
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rekombinanten Protein aus E.:coli, die
GrEBenhet%rogenitﬁt wie auch die erhdhte
Hydrophilizitdt deuten darauf hin, daf das natiirliche
IFN-a2 glycosylxert ist. Da keine Erkennungsstelle fiir
eine N-Glycasylzerung in der IFN-«2 Struktur vorhanden
ist, muB O-Glycosyl1erung -vorliegen.

Beipiel 9:
Reakti 4 iirlich IFN-22 mit Endo- un
Exzogl 1

~ Die. folgegden Versuche wurden jeweils mit beiden Peaks
nach Trengung iber .RP-HPLC. (Peaks 1 und 2 aus Fig. 14b)
durchgef uhrt Bezde Proben wurden mit Neuraminidase und
anschlzeBénd mit O-Glycanase inkubiert. Nach jeder
Enzymr=aaktion wurde ein Aliquot mittels SDS-PAGE
untersucht.
Wie in Fig. 16-zu sehen ist, reagierte Peak 1 weder mit
Neu:aminiﬁase noch mit 0O-Glycanasa. Die scheinbare
molekularg Masse bliab mit 20.000 konstant. Die drei
Banden de§ Peaks 2 hingegen reagierten sowohl mit
Neuram1n1§ase als auch anschlieBend mit O-Glycanase.
Die Reaktion mit Neuraminidase bewirkts eine Reduktion
der scheznba:en molekularen Masse der beiden schwereren
Banden (Mg 21 000 und 20.000) auf 19.000. Spuren der
Bande mﬁgﬁﬁer scheinbaren molekularen Masse von 20.000
blieben j%éoch;zﬁrﬁck. AnschlieBende Inkubation des
Proteins fit O-Glycanase fiihrte zu einer weiteren
Reduktion.der scheinbaren molekularen Masse von 13.000
auf 17.5Qd‘(= scheinbare molekulare Masse von E.
coli-IFN-#2c): Die Komponente mit Mr 19.000 wurde
dabei vollstandlg abgebaut Nach wie vor blieben
geringe Méngen der Bande mit der scheinbaren
molckulargn M§s§e von 20.000 detektierbar. Da die
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Trennung der beiden Peaks 1 und 2 aus Fig. 1l4b mittels
RP-HPLC nicht vollst#ndig war, ist der nicht spaltbare
Anteil der Bande mit Mr 20.000 wahrscheinlich auf eine
Verunreinigung des Peaks 2 mit Peak 1 zuriickzufiihren.

In éinem weiteren Versuch wurde Peak 2 mit O-Glycanase
inkubiert, ohne zuvor mit Neuraminidase behandelt
worden zu sein (0O-Glycanase spaltet das Disaccharid
Gal(B81-3)GalNAc nur dann vom Protein ab, wenn dieses
durch keine weiteren Verbindungen substituiert ist).
Das Reaktionsprodukt wurde wieder mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (Fig. 17). Man erkennt hier deutlich, daB
nur die leichteste Komponente des Peaks 2 eine
Reduktion ihrer molekularen Masse erfihrt (Raduktion
von Mr 19.000 auf Mr 17.500). Die scheinbaren
molekularen Massen der beiden schwereren Komponenten
(Mr 21.000 und 20.000) blieben unverdndart.

Beispiel 10:

Da O-Glycosylierungen schon unter milden alkalischen
Bedingungen abbaubar sind, wurde versucht, die
O-Glycanase-resistente Komponente (Peak 1 aus Fig. 1l4b)
mittels Inkubation mit 0,1 M NaOH zu dsglycosylieren.
Die Reaktion erfolgte wie oben beschrieben.
Gleichzeitig wurde als Kontrolle E. coli-IFN-«2c und
Peak 2 unter denselben Bedingungen inkubiert. Die
Reaktionsprodukte wurden mittels SDS-PAGE analysiert.
Wie in Fig. 18 ersichtlich ist, wurden die molekularen
Massen aller Xomponenten von natiirlichem IFN-«2 auf
die scheinbare molekulare Masse von E. coli-IFN-x2
reduziert. Die Unschirfe der Proteinbanden ist auf die
unter den geschilderten Bedingungen geringfiigigen
Zerstdrungen des Proteins zurilickzufiihren. Auch die
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Banden im hBhermolekularen Bereich (Mr »30.000) traten
als Polge der alkalischen Behandlung autf.

Beispiel 1l1:

Identifizierung der Glvcopeptide mittsls Peptide Mapping

Die beided'Pgaks von natiirlichem IFN-«2 (Fig. 14b)
sowie E. éoli-IFN-aZc wurden mit Trypsin-gespalten,
reduziert und iiber RP-HPLC aufgetrennt. In Fig. 19 sind
Ausschnitte der Chromatogramme zu sehen. 2Zwei Peaks aus
dem feptidg Map von E. coli-IFN-a2C fallen dabei wegen
ihrer Hydtophohizitit (und daher relativ sp3teren
Elution) gégqnﬁber den analogen Peaks aus dem
natiirlichen IFN-«2 auf: Peak I und Peak II ( im

Peptide Map des E. coli-IFN-«2c) wurden deutlich

spiter eluiert als ihre korrespondieranden Peaks 1/I
und 1/II vom Peak 1 aus Fig. l4b bzw. Peaks 2/Ia, 2/Ib,
2/ITa und 2/IIb vom P2ak 2 aus Fig. 14b.

N-términaLe Sequenzierung der erwidhnten Peaks von
patiirlichem IFN-x2 sowie der beiden E. coli-Peaks
ergab fiir die.Peaks I, 1/I, 2/Ia, 2/1b (aus Fig. 19)
die Sequenz des Peptides von Aminosdure (AS) 84-112 und
fiir die Peﬁks.II, 1/1I, 2/IIa, 2/IIb die Sequenz von AS
71-112 (Die Aminosiuresequenz von IFN-a2c ist in Fig.
lS'dargestélit). Die unterschiedlichen Retentionszeiten
muBten also auf eine Glycosylierung der Peptide aus
natiirlichem IFN-«2 zuriickzufiihren sein.

Beispiel 12:

Plasmadesorotions Massenspektrometrie der Glycopsptide
von natiirlichem IFN-a2

Die Peaks 1/II, 2/Ia, 2/Ila und 2/IIb wurden weiterhin
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mit Hilfe von PD-MS charakterisiert. Die Ergebnisse der
Messungen sind in Tabelle IV zusammengefaSt. Die
Differenz der aus der Aminosaure-Sequenz errechneten
molekularen Massen und den tatsichlich erhaltenen
molekularen Massen der einzelnen Peptide lassen sich
mit unterschiedlichen Glycanstrukturen erkliren: Die
molekulare Masse des Peptides 1/II, das von der
O-Glycanase-resistenten Form des IFN-«2 erhalten

wurde, entspricht der molekularen Masse des Peptides
(AS 71-112), das mit einem Tetrasaccharid, bestehend
aus zwei N-Acetylhexosamineinheiten und zwei
Hexoseeinheiten, substituiert ist. In Analogie zu
bereits beschriebenen Strukturen solcher 0O-Glycane
diirfte es sich hier um ein Oligosaccharid mit folgender
Struktur handeln : Gall-3(Gall-4GlcNAcl-6)GalNAc-.

Peptid 2/1a wies eine molekulare Masss von 3.975 amu
auf, was nit der Substitution des Peptides mit dem _
Trisaccharid NeuAc-Gal-GalNAc erklirbar ist. Dieselbe
Glycanstruktur 188t sich aus der molekularen Masse des
Peptides 2/IIa (5.448 amu) ableiten. Fiir Peptid 2/IIb
wurde ein Wert von 5.132 amu gemessen, was eirer
Glycosylierung mit dem Disaccharid Gal-GalNAc
entspricht.

Prinzipiell wiesen alle analysierten Peaks eine um ca.
23 amu erhdhte molekulare Masse auf. Das ist durch
Anlagerung wvon Na*-Ionen an das Peptid erklidrbar.
Diese Verunreinigungen h#tten durch intensives Waschen
der Targets vor der Messung vermieden werdean kSnnen,
wurden aber im speziellen Fall in Kauf genommen um
Verluste der Glycopeptide gering zu halten. Aus den
Ergebnissen des Glycosidase-Abbaues (s. oben) und den
massenspektrometrischen Messungen kdnnen die in Tabelle
IV angefiihrten Glycanstrukturen abgeleitet werden. Die
kleinen Peaks, die im Bereich der Glycopgptide im
Peptide Map zu sehen sind, kdnnen von weiteren
Glycosylierungsvarianten stammen.

ERSATZBLATT



PCT/EP91/01266

WO 92/01055

bo.

suoy-, eN SauYld SAISNTUT ©SSeW 9j8uydaieq
(g) {319yuroussge)y 8aewole ‘nue (2) {461 °*HT4 puaydaiadsiud uxsuwminuyesd

(D ‘uainjynijsuedk(o ususbhe(yosebior uspusyooldsjud usp Jrw ZO-NAI

wayotrTanjeu uoa opridedodArn aebruie uassel SIBTMYIIOW : AI STT3qRJL

LIE 1e9~OUNTeD-
8L9 OYneN-Ten-OUNI®D-

8.9 OVYNBN-1eH-OYNIED-

Te9-OVYNOTO
Z6L - ﬂmuuc<zHaor
gO55eN . inyynaag
njynaas’

~uedk1o m:mmma:ommako>

96¢ 9€L*'Vy CTET'S CIT-TL
ZIL 9EL'V BPP°S CIT-TL
L9 FOE'E GL6'E 118
6¥L 9€L°Vy G8F°S CIT-TL
Aucozmmw
-gVY sne)
*33ta-  -xeq ~wob ( xoununu
‘—2anes
et (nue) e 7 -oufuid)
ossel mﬂmﬁzxoﬁos pradedq

Al qe

q11/e .
eI/
eI/C
I1/1 . m
b
o
o
.
. - . Y
. Kid
ﬁxmmm ’




WO 92/01055 : PCT/EP91/01266

61

Beipiel 13:

Gasphasensequenzierung

Da die durch Spaltung mit Trypsin erhaltenen
Glycopeptide zu lang waren, um ihre gesamte Sequenz zu
bestimmen, wurden diese Peptide mittels Staphylococcus
aureus Protease V8 weiter gespalten und i{iber RP-HPLC
aufgetrennt. Mit dem entsprechenden Peptiden aus E.
coli-IFN-a2c wurde ebenso verfahren. Nach Vergleich
der Peptide Maps wurden alle Peptide mit
unterschiedlicher Retentionszeit isoliert und
sequenziert. Alle Glykopeptide aus natiirlichen IFN-«2
enthielten die Aminosduren 97-112. Wihrend im E.
coli-IFN-«2c~-Peptid lOSTHR nachgewiesen werden

konnte, war es in den Peptiden aus natiirlichem IFN-«2
nicht nachweisbar. Damit konnte 19°THR als
Glycosylierungsstelle identifiziert werden.
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Patentanspriiche

Interferon alpha, dadurch gekennzeichnet, daB
es O-glycosyllert ist und im wesentlichen die
b;olcgzschen und/oder immunologischen
Eigenschaften eines IFN-xz2 aufweist,

'ib:zugsweise.daﬁ es das O-glycosylierte humane
- IFN-a2a, IFN-a2b oder IFN-a2c ist.

Ihterferon»alpha gem33 Anpruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dad das Threonin-106 (THR-106)

G-glycosyliert ist.

~ Interferon alpha geman einem der Anspruche 1l

oder 2, dadurch gekennzeichnet, das3 das. -=-
Q}1gq»accar1d bevarzugt das neutrale
Eisaccharid Gal-GalNAc, dessen mono- cder

.daslalylxerte Variante oder das neutrale
‘Totrasaccharld Gal-(Gal-GlcNAc-)GalNAac ist.

Verfahren zur Herstellung eines Interferon

alpha gemis Anspruch 1, dadurch

gekennzeichnet, da8

Leukozyten, vorzugsweise humane Leukozyten mit

' Virus induziert werden,

daB das induzierte Interferon alpha durch eine
Raskade schonender, proteinfdllender/
ﬁ;oteinlasender Schritte gereinigt wird, wobei
der pH den Wert 8,0 nicht iiberschreiten soll
(%antell‘-Verfahren),

' daB'die ngch a) oder a) und b) erhaltene

I@terfgrénmischung an eine
Immunoaffinititssdule mit einem Anti-IFN-«2
monoklonalen Antikdrper. gebunden wird,

bt e
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daB das gebundene Protein durch geesignete
MaBnahmen eluiert wird,

daB das eluierte Protein gesammelt und
gegebenenfalls mehrmals iiber eine
Immunoaffinitdtssdule gereinigt wird.

Verfahren gem3dBd Anspruch 4, dadurch
gekennzeichnet, das als Anti-IFN-«2
monoklonaler Antik&rper der EBI-10 oder dessen
Analoga verwendet wird.

Verfahren zur Herstellung eines Interferon
alpha gemdB Anspruch 4, dadurch
gekennzeichnet, daB sich an die Stufe e) einas
weitere chromatographische Reinigung
anschliest.

Verfahren zur Herstellung eines Interferon
alpha gemdB Anspruch 1; dadurch
gekennzeichnet} das

in ein fiir die Transfektion von Zellen
multizellulidrer Organismen geeignates

Expressionsplasmid eine flir IFN-a kodierends

DNA eingefiigt wird,

daB mit dem so erhaltenen Expressionsplasmid
Zellen multizelluldrer Organismen,
vorzugsweise Wirbeltierzellen transfiziert
werden,

daB die transfizierten Organismen in einem

' geeigneten Medium kultiviert werden,
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12.

13.
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daB der Zelliiberstand geerntet,
daB das O-glycosylierte IFN-«¢ isoliert und in
an sich bekannter Weise gereinigt wird.

Yerfahren gemds Anpruck 7, dadurch -
gekennzéichnet, daB das unter a) eingesetzte

‘Expressionsplasmid das pAD-CMV13, 15 oder 19

vorzugsweise das pAD-CMV19 ist, und da8 die-
pnter a) einzufiigende DNA fiir ein Protein
Kodiert, das im wesentlichen die biologischen
&nd/oder immunologischen Eigenschaften eines
IFN-a2 aufweist, vorzugsweise f£iir ein humanes
IfN-q2a, IFN-a2b oder IFN-a2¢,

insbesondere fiir humanes IFN-xz2c kodiert.

Verfahron gemiB einem der Anspriiche 7 oder 8,
dadurc& gekennzeichnet, daB das
Exure551onsnlasm1d pAD19B-IFN eingesetzt Wltd.

Verfanren gemiB8 einem der Anspriiche 7, 8 oder
9, dadurch gekannzeichnet, dag als Zellen
multizellulirer Organismen CHO-Zellen
verwendst werden.

;kptessionsplasmid zur Transfektion
multizellulirer Organismen, dadurch
gekennzelchnet, daB es pAD-CMV13, pAD—CMVlS
oder pAD-CMV19 ist.

O-glycosyliertes Interferon alpha, herstellbar
nach einem der Anspriiche 4 bis 10.

Interferon alpha gemd8 einem der Anspriiche 1
bis 3 oder 12 zur Verwendung als Arzneimittel.

. -ERSATZBLATT
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14. Mittel zur Behandlung viraler oder tumoraler
Erkrankungen, ein Interferon alpha gemiB einem
der Anspriiche 1 bis 3 oder 12 enthaltend.
15. Mittel gemdB Anspruch 14, dadurch

gekennzeichnet, daB es aus einer Mischung aus
nindestens zwei der O-glycosylierten Protesine
IFN-e2a, IFN-a2b oder IFN-a2c besteht.
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